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Uber Melanogenausscheidung im Harn bei Melanosarkomatose. 


Von 
Otto Fiirth und Hans Kaunitz. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut und der I. medizinischen Klinik 
der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 24, Juni 1932.) 


Bei reichlichem Melaninzerfall im Stoffwechsel, wie er sich im 
Verlauf einer Melanosarkomatose einzustellen pflegt!, beobachtet man 
des 6fteren das Auftreten von Melanogen im Harn (Hiselt, Prag 1860). 
In solchen Fallen nimmt der Harn spontan beim Stehen unter Luft- 
zutritt eine dunkle Fiybung an, welche Veranderung sich bei Zusatz 
von Oxydationsmitteln, wie Eisenchlorid oder Kaliumbichromat urd 
Schwefelsiure, augenblicklich vollzieht. Zuweilen vergesellschaftet 
sich das Auftreten von Melanogen im Harn mit der Reaktion von Thor- 
mahlen (d.h. Violettfarbung durch Nitroprussidnatrium und Lauge, 
die nach Ansaéuern mit Essigsaure in ein prachtvolles Blau umschligt), 
zuweilen auch mit Ehrlichs Reaktion mit Dimethylamidobenzaldehyd 
und Salzsiure. K.A.H.Mérner fand das Pigment schwefelreich. 

An Versuchen zur Abtrennung des Melanogens hat es nicht gefehlt. 
Nachdem Brandel und Pfeifer (1890) die Falhung mit Bleizucker bzw. am- 
moniakalischem Bleiacetat versucht hatten, fallte Eppinger? und ebenso 
auch Feigl und Querner* mit Hopkinsschem Reagens (HgSO, + H.SQ,). 


1 Réntgenbestrahlung melanotischer Tumoren kann zu einer vermehrten 
Melanogenausscheidung im Harn fiihren ( Borak und Driak). Die Pehauptung 
Risaks, daB Sonnenbestrahlung bei Gesunden das Auftreten im Harn be- 
wirken kénne, ist nicht unwidersprochen geblieben. Haden und Orr* haben 
iiber zw6lf Falle von Melanogenurie ohne Vorhandensein eines melanotischen 
Tumors berichtet; sieben davon betrafen schwere Darmstérungen, die rest- 
lichen gesteigerten Eiweifzerfall. 

2 Eppinger, diese Zeitschr. 28, 181, 1910. 

3 Feigl u. Querner, Arch. f. klin. Med. 123, 107, 1917. 

* Johns Hopkins Bull. 85, 58, 1928. 
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Das aus den Niederschlagen gewonnene Melanogen wurde von den letzt- 
genannten Autoren durch Féallung mit Ather aus methylalkoholische: 
Losung in Form einer kristallinischen Masse erhalten, die nicht nur di 
Oxydationsreaktionen, sondern auch die Reaktion von Thormdhlen gat 
Eppinger meinte, das Melanogen stehe zum Tryptophankomplex im Eiweil 
molekiil in Beziehung. Feigl und Querner unterscheiden zwei Melanogen: 
von denen eines durch seine Alkaliempfindlichkeit und seinen Gehalt a: 
locker gebundenem Stickstoff ausgezeichnet schien, das andere aber an 
geblich die Tryptophan-, Diazo-, Fichtenspan- und Ehrlichsche Reaktio: 
gab. Ganz anders geartet aber sind die Befunde von Thannhauser und 
Weiss'. Diese charakterisierten ein Melanogen als ein stickstoff- und schwefe! 
freies mit Ather und besser noch mit Essigéther extrahierbares Brenz 
catechinderivat, welches keine Thormdhlen-Reaktion gibt, durch Blei 
acetat fallbar ist. ammoniakalische Silberlésung schon in der Kalte 
Fehlingsche Lésung aber nur schwach reduziert, und das die Autoren aller 
Wahrscheinlichkeit nach als Brenzcatechinessigsdure (Homoprotocatechin 
saure) ansprechen (Analogie zu der fiir die Alkaptonurie verantwortlicher 
Homogentisinséure oder Hydrochinonessigsiure, welche ein normales 
Abbauprodukt des Tyrosins und Phenylalanins sein diirfte). 

Aus dem Mitgeteilten geht hervor, daB es offenbar mindestens 
zwei Kategorien von ,,Melanogenen™ gibt, die bei Melanosarkomatose 
in den Harn iibertreten kénnen: Einerseits ein stickstofffreies, ather- 
lésliches Brenzcatechinderivat (etwa Brenzcatechinessigsaure), anderer- 
seits aber eine nicht in Ather lésliche, vielmehr durch Ather aus methy!- 
alkoholischer Lésung fallbare, anscheinend stickstoffhaltige Substanz 

Wir hatten an zwei Fallen von Melanogenurie Gelegenheit, einige 
Erfahrungen iiber die Eigenschaften der Melanogene zu sammeln, 
iiber die im folgenden berichtet werden soll. 


Der erste der von uns untersuchten Faille betraf einen 31 jahrigen 
‘Mann, bei dem vor einem Jahre der rechte Bulbus wegen Melano- 
sarkoms exstirpiert worden war. Bei seiner Aufnahme in die Klinik 
waren die Metastasenknoten in der Leber bereits tastbar. 


1. Reaktionen des Harns. 

Der Harn dieses Patienten farbte sich auf tropfenweisen Zusatz 
von Eisenchlerid tiefschwarz. Die auf Zusatz von Bichromat und Schwefel- 
siure auftretende Schwarzung war weniger intensiv. Die bei Aufnahme 
des Patienten sehr intensive Thormdhlenreaktion ist interessanterweise 
schon wenige Wochen spater negativ geworden, ohne daB die Eisen- 
chloridreaktion irgendwie schwacher geworden ware, welcher Umstand 
bereits die Nichtidentitat des Melanogens mit dem Thormdhlen-Kérpe: 


1 Thannhauser u. Weiss, Kongr. f. innere Med. 34, 156, 1922. 
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weist. Die Ehrlichsche Aldehydreaktion dagegen blieb andauernd 
positiv. Ammoniakalische Silberlésung wurde nicht etwa schon in der 
Kalte kraftig reduziert, wie wir dies bei Lésungen von Polyoxyphenolen 
ielfach zu sehen gewohnt sind; erst bei langdauerndem Stehen begann 

sich langsam zu schwarzen. — Fehlingsche Lésung wurde zwar bereits 
in der Kalte entfarbt, jedoch ohne Abscheidung von Kupferoxydul. 
Es gelang weder mit Ather noch mit Petroldther dem Harn ein Melanogen 

entziehen. Das von Thannhauser und Weiss beobachtete ather- 
dsliche Brenzcatechinderivat war in diesem Falle nicht nachweisbar. 
Was nun die Fallbarkeit der Substanz betrifft, lieB sich dieselbe mit 
Bleizucker und noch besser mit Bleiessig vollstandig niederschlagen, 
derart, daB das Filtrat kein Melanogen mehr enthielt. Hopkinssches 
Reagens (Lésung von HgSO, in H,SQ,) gab eine sich beim Stehen 
schwarzende Fallung; Cadmiumchlorid gab keine Fallung (vgl. Feigl 
und Querner), und ebensowenig lieB sich das Melanogen mit Phenyl- 
hydrazin bei Gegenwart von Natriumacetat abscheiden. 


2. Berlinerblauprobe. 


1 Liter des Melanogenharns wurde im Vakuum im Kohlensaure- 
strom zur Trockne gebracht und der Riickstand mit 500 ccm reinen 
Methylalkohols aufgenommen, die filtrierte Lésung mit dem gleichen 
Volumen reinen, peroxydfreien Athers gefallt. Der im Eisschrank ab- 
gesetzte Bodensatz wurde abfiltriert, mit Ather gewaschen, vorsichtig 
vetrocknet, in 50 ccm eiskalten Wassers gelést, das Melanogen mit Blei- 
essig aus der Lésung vollstandig ausgefallt, der abfiltrierte Niederschlag 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt und dieser durch einen Kohlensaure- 
strom vertrieben. Die resultierende Melanogenlésung, die sich mit 
einem Tropfen Eisenchlorids tief schwarzte, keine Thormahlenreaktion 
gab, mit Bleiessig reichlich, mit Hopkins-Reagens nur sparlich und mit 
Phosphorwolframsaure gar nicht fallbar war, war insbesondere auch 
dadurch gekennzeichnet, daB sie auf Zusatz von ein wenig Ferric yan- 
kalium und Eisenchlorid alsbald infolge Reduktion von K,FeCy, zu 
K,FeCy, eine massenhafte Bildung von Berlinerblau aufwies. 

Hermann K. Barrenscheen und Dell’ Acqua’ haben in diesem Labora- 
torium eine colorimetrische Methode ausgearbeitet, welche es gestattet, 
den Reduktionswert von Harnen in Milligramm Berlinerblau auszudriicken. 
Bemerkenswert ist die Konstanz. welche dieser Wert fiir ein und dasselbe 
Individuum monatelang zeigen kann. EiweiBreiche Ernahrung steigert 
dieses Reduktionsvermégen. Ein Teil desselben wird durch Formaldehyd 
unterdriickt; dieser Anteil, der durch Sulfhydrylschwefel bedingt ist, 
diirfte zu Urochrom in Beziehung stehen. , 


' H. K. Barrenscheen u. G. Dell’ Acqua, diese Zeitschr. 219, 297, 1930. 
16* 
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Die Versuche, diese Methode auf Melanogenharn anzuwend 
konnten nur ungefihre Schatzungswerte ergeben, da die durch das 
Eisenchlorid an sich bedingte Melaninfarbung die Blaufairbung iiber. 
lagert. Immerhin konnte soviel erkannt werden, da das Reduktions.- 
vermégen der melanogenhaltigen Harne dieses Individuums, an de1 
Berlinerblaufarbung gemessen, die Norm um das drei- bis achtfach: 
iibertraf. Vier Kontrollversuche haben das gleiche Resultat ergeben 


3. Schdtzung des Melanogengehalts. 


Fiir eine annahernde colorimetrische Ermittlung des Melanogen- 
gehalts erwies sich, einem Rate von weiland Professor Walter Kolm) 
zufolge, als Standard eine 1°,ige Protargolldsung recht geeignet, der 
zur Erzielung eines braunlichen Farbentons eine Spur einer Safranin- 
losung zugesetzt worden war. Die relative Menge des durch Zusatz von 
Eisenchlorid entstandenen Melanins wurde so mit Hilfe eines Leitz. 
colorimeters annaherungsweise ermittelt und in Milligramm Protargo| 
ausgedriickt (was soviel bedeutet, daB diese Zahl von Milligramm 
Protargol in gleichformig disperser Form in der gleichen Fliissigkeits- 
menge verteilt, denselben Grad von Opazitaét hervorzubringen ge- 
eignet wire). 

Es ergab sich so, daB in einem Melanogenharn trotz Saéurezusatz und 
Aufbewahrung im Eisschrank bereits innerhalb 3 Tagen die HAalfte, innerhalb 
2 Wochen drei Viertel des urspriinglich vorhandenen Melanogens in Melanin 
iibergegangen war. Die Tagesausscheidung an Melanogen an zehn aufein 
anderfolgenden Tagen betrug bei einer Harnmenge von 700, 650, 520, 830, 
800, 850, 608, 1150, 900, 1000cem Protargoleinheiten: 18400, 27300, 16700, 

7300, 9800, 8700, 3200, 19600, 7100, 14600. Uber die auBerordentlich 
groBe Zersetzlichkeit des Harnmelanogens belehrten uns die nachfolgenden 
Versuche. 

200 cem frischen Harns mit einem Gehalt von etwa 3000 Protargol- 
einheiten wurden bei 40° im Vakuum und Kohlenséurestrom zur Trockne 
gedampft. Der Riickstand wurde in Methylalkohol aufgenommen. Diese 
enthielt etwa 900 Einheiten kolloidal suspendierten Melanins, aber nur 
mehr etwa 100 Einheiten unzersetzten Melanogens. 

200 cem desselben frischen Harns wurden mit Bleiacetat ausgefiallt, 
wobei sich das Filtrat als melanogenfrei erwies. Der abgetrennte Nieder- 
schlag wurde sogleich in Wasser suspendiert, mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt, dieser mit Kohlenséure vertrieben: der gr6éBte Teil des Melanogens 
war bei diesen Versuchen verloren gegangen. 

Das gleiche ergab der Versuch, das Melanogen mit Hilfe von 
Hopkinsschem Reagens abzutrennen. 

Bis zu einem gewissen Grade vermag ein Zusatz von Natriumbisul/it 
der oxydativen Umwandlung des Melanogens entgegenzuwirken. Ein: 
Harnportion wurde unter Zusatz von einigen Gramm Bisulfit im Vakuum 
und Kohlenséurestrom eingedampft. Der Riickstand in Methylalkoho! 
gelést, die Lésung mit Ather gefallt, der Niederschlag in Wasser aut 
genommen. Es fand sich nunmehr ein Fiinftel der urspriinglichen 
Melanogenmenge. 
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II. 

Der zweite Fall, mit dem wir uns zu beschaftigen Gelegenheit 
hatten, war ebenfalls eine Melanosarkomatose mit Metastasen in der 
Leber und in anderen Organen. die etwa ein Jahr nach Exstirpation 
eines Bulbus wegen eines pigmentierten von der Chorioidea  aus- 
gegangenen Tumors zur Beobachtung gelangt war. 


1. Atherlésliches Brenzcatechinderivat. 

Das von Thannhauser und Weiss beschriebene atherlésliche Brenz- 
catechinderivat konnte in diesem Falle zum mindesten in Spuren nach- 
gewiesen werden: 200 ccm des frischen Harns wurden mit Phosphor- 
siure angesduert und mit Ather wiederholt ausgeschiittelt; der Ather 
im Vakuum und Kohlensaurestrom vertrieben. Der Riickstand, in 
wenig Wasser aufgenommen, gab mit 1°,iger Eisenchloridlésung eine 
Grinfirbung, mit Zusatz von Natriumcarbonat aber keine schéne 
Karminfarbung, vielmehr eine Mibfirbung. Ammoniakalische Silber- 
lésung wurde bereits in der Kalte reduziert. 


2. Thormdhlensche Reaktion. 


Die Reaktionen dieses Melanogenharnes glichen denjenigen des vorigen. 
Es fiel uns aut, daB die Thormdhlensche Probe in manchen unserer Frak- 
tionen aus dem Harn auBerordentlich stark positiv. in anderen melanogen- 
haltigen Verarbeitungen aber ganz negativ war. Altere Literaturangaben 
lehren, daB die Reaktion bei Melanurie haéufig positiv ist, daB sie aber keines- 
wegs in allen Melanogenharnen auftritt und weder dem Melanogen noch dem 
Melanin als solchem eigentiimlich ist'. Indollésungen geben eine schéne 
Reaktion dieser Art. Es sei nun daran erinnert, daB nach Rapers* Auf- 
fassung die normale Pigmentbildung derart vor sich geht, da8 aus Tyrosin 
bzw. Dioxyphenylalanin unter Neubildung eines Indolkerns und eines roten 
chinonartigen Zwischenproduktes Melanin entsteht : 


CH, HO CH, 0 CH 
| 
CH.COOH + HO CH.COOH + O CH.COOH — Melanir 
NH, NH NH 
Tyrosin Dioxyindolearbonsaure Chinonartiges 


Zwischenprodukt 
Es liegt also vielleicht der Gedanke nahe, der proteusartig wechselnde 
Charakter der Thormdhlen-Reaktion kénnte darin begriindet sein, daB sie 
irgendeinem labilen Zwischenprodukt entspricht und die Neubildung eines 
Indolkernes signalisiert. Man kénnte sich auch ganz gut vorstellen, daB der 
Abbau etwa aus Tyrosin entstandenen Dioxyphenylalanins je nach Um- 


stinden nach zwei Richtungen hin verlaufen kénnte: entweder unter 


1 Stockvis, Wadsack, van Leersum, Helman; vgl. die Literatur: Neubauer, 
Huppert, Analyse des Harnes, 11. Aufl., 1913, TI, 8. 1315. 

2? H.S. Raper und Mitarbeiter, Biochem. J. 21, 89, 1370, 1927 und 
frithere Arbeiten. 


i 
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Oxydation in der Richtung nach Thannhausers Brenzcatechinessigsd 
hin oder aber unter RingschluB im Sinne Papers zum Melanin; also 


HO —C Hy 


atl HO COOH 


Of \—CH, : ee 
H CH, Brenzkatechinessigsaure 
HO CH.COOH 
~ HO CH, 
NH, a 
Dioxy-Phenylalanin HO CH.COOH —» Mela 
NH 


Dioxyindolcarbonsaure 
Selbstverstandlich diirfen diese unbewiesenen Vorstelhungen nichts 
anderes als eine Arbeitshypothese bedeuten, die erst durch weitere Unte: 
suchungen bewiesen oder widerlegt werden miiBte. 


3. Abtrennung der Melanogenfraktion. 

Um eine Zersetzung des Melanogens tunlichst einzuschranken 
erwies es sich als zweckmaBig, nach Eindampfen des Harns (300 ccm 
im Vakuum und Kohlensaurestrom mdédglichst wasserfrei zu arbeiten 
Der Harn war von dem Patienten direkt in eine braune Flasche hinein 
welche einige Kubikzentimeter reiner Salzsiure enthielt, entleert und 
bis zur Verarbeitung im Eisschrank aufbewahrt worden. Nachdem 
der Harn bis sum Sirup eingeengt worden war, wurden diesem einige 15- 
loffel kristallwasserfreien Natriumsulfats (reinst Kahlbaum) beigemengt 
Nunmehr wurde die Destillation unter Durchleitung von Kohlensaur: 
fortgesetzt, um den Riickstand vollstandig trocken zu erhalten. Diese: 
wurde nunmehr mit 300 ccm wasserfreien Methylalkohols behandelt 
rasch filtriert und mit wasser- und perorydfreiem Ather gefallt. Es 
schied sich ein weiber flockiger Niederschlag ab, der sich an der Luft 
rasch schwarzte und der auch durch Aufbewahrung unter Ather vor 
dieser Umwandlung nicht vollig geschiitzt werden konnte. Charak- 
teristischerweise wurde ammoniakalische Silberlésung von dieser Frak- 
tion auch beim Kochen nicht reduziert (erst bei langerem Stehen in 
der Kalte trat eine leichte Schwarzung auf). 


4. Schdtzung der Melanogenmenge. 


Zum Zweck der Protargolcolorimetrie wurden je 5eem Harn mit 
1',cem konzentrierter Salzsiure und '/,ccm 10° ,iger Eisenchlorid 
lésung versetzt und im Dubosq-Colorimeter mit einer 1°, igen Protargo! 
lésung unter Zusatz von ein wenig Safranin verglichen; die so erhalten: 
schén braunrote Farbung erwies sich mit der entsprechenden Harn 
fiarbung ausgezeichnet vergleichbar. Eine Verdiinnungsserie im Bereic! 


1:2 bis 1:20 ergab einen 5°, nicht iibersteigenden Fehler. Fiir di 
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Berlinerblaumethode nach Barrenscheen und Dell’ Acqua mubte, angesichts 
des kolossalen Gehalts, den dieser Harn an reduzierender Substanz 
uufwies, statt 1 bis 2 cem nur 0,1 bis 0,2 cem zur Anwendung gelangen. 
Sechs Harnproben, die innerhalb von 2 Wochen entnommen worden 
waren, ergaben in Tagesmengen von 500 bis 750 ccm Harn kolossale 
Melanogenmengen von 47000 bis 149000 Protargoleinheiten und von 
14000 bis 37000 Berlinerblaueinheiten (von letzteren ein Sechstel 
bis ein Drittel durch Formaldehyd unterdriickbar). Wenige Tage 
ante exitum war die Tagesmenge auf 32000 bis 58000 Protargoleinheiten 
zuruckgegangen. In einer (wie oben beschrieben) durch Atherfallung 
aus Methylalkohol erhaltenen Melanogenfraktion war noch etwa die 
Halfte des im Ausgangsharn enthaltenen Melanogens enthalten. 


5. Barytfraktion. 

Wir versuchten nun festzustellen, ob das Harnmelanogen, ahnlich 
anderen Schlacken des Stoffwechsels (sogenannte Oxyproteinsduren und 
dergleichen), sich in der ,,Barytfraktion’ findet, d.h. jener Fraktion 
saurer Harnbestandteile, deren Barytsalze in Wasser leicht léslich, in 
Alkohol dagegen unléslich sind. Aus 300 ccm Melanogenharn wurde, 
wie oben, die in Methylalkohol lésliche, durch Ather fallbare Fraktion 
gewonnen, in 100 cem Wasser aufgenommen, mit Salzsiure versetzt, 
bis Kongopapier sich zu blauen begann, gesittigtes Barytwasser bis 
zu schwach alkalischer Reaktion hinzugefiigt, Kohlensiure solange 
durchgeleitet, bis die Reaktion wieder sauer geworden war, filtriert, 
im Vakuum zur Trockne gedampft. Der Riickstand wurde schlieBlich 
1 Stunde lang unter RiickfluBkiihlung mit absolutem Alkohol ausgekocht ; 
der nur schwach lichtgelb gefarbte Alkohol wurde beseitigt und der 
ungel6ste Riickstand in 500 ccm Wasser aufgenommen. 

Die Lésung, die sogenannte Barytfraktion, gab mit einem Tropfen 
Kisenchlorid eine tiefe Schwarzfairbung. Die colorimetrische Auswertung 
ergab, dafB darin das Melanogen dem urspriinglichen Harn gegeniiber 
etwa auf das l5fache konzentriert war. Die Berlinerblauprobe war 
auBerordentlich intensiv (davon ungefaihr ein Viertel durch Form- 
aldehyd unterdriickbar), die Thormdhlen-Reaktion war bei einer Pra- 
paration ganz negativ, bei einer anderen Probe gleicher Art dagegen 
sehr intensiv. Ammoniakalische Silberlésung wurde nicht reduziert. 
Bleiessig gab einen sehr voluminésen, in Essigsaéure leicht léslichen 
Niederschlag. 

Durch den wenige Tage spater erfolgten exitus des Patienten 
wurde der Untersuchung ein Ende bereitet. Wir gedenken, dieselbe 
unter Verwertung der gewonnenen Erfahrungen fortzusetzen, sobald 


uns wieder ein geeigneter Melanogenharn zur Verfiigung stehen wird. 
Melanogenreiche Harne sind recht seltene Vorkommnisse. Wir sahen 
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einige Falle von Melanosarkomatose, wo der Harn echtes Melanog: 
gar nicht oder doch nur in geringen Mengen enthielt und die fiir un: 
daher nicht verwertbar waren. 


Zusammenfassung. 


Das von uns beobachtete Harnmelanogen, wie es in manchen Falle 
von Melanosarkomatose im Harn auftritt, ist dadurch charakterisicrt 
daB es mit Kisenchlorid eine tiefschwarze Farbung gibt, Ferric yankaliny 
intensiv reduziert und damit bei Gegenwart von Eisenchlorid Berline: 
blau noch in gréBten Verdiinnungen liefert, dagegen ammoniakalisch, 
Silberlésung kaum reduziert. Mit Bleiacetat gibt es eine in Essigsiur 
leicht lésliche Fallung. Es ist wohl zu unterscheiden von dem von 
Thannhauser und Weiss beobachteten dtherldslichen Brenzcatechin 
derivat (vermutlich Brenzcatechinessigsdure). Unser Melanogen war aus 
methylalkoholischer Lisung mit Ather fallbar und fand sich (neben 
anderen Schlackenstoffen) in der sogenannten ,,Barytfraktion™ des 
Harns, das ist die Fraktion jener Sauren, deren Barytsalze in Wasser 
léslich, durch Alkohol dagegen fallbar sind. — Die Reaktion von T'hor- 
mihlen zeigte ein in verschiedenen Melanogenfraktionen sehr wechselndes 
Verhalten und fehlte zuweilen ginzlich. Vielleicht kénnte dies so ge 
deutet werden, daB etwa der Abbau von intermediaér entstandenem 
Dioxyphenalalanin unter pathologischen Bedingungen je nach Um- 
stinden nach zwei Richtungen hin verlaufen kénnte: entweder durch 
Oxydation unter Bildung dtherldslicher Brenzcatechinderivate oder aber 
unter RingschluB im Sinne Rapers unter Bildung atherunléslicher 
Indolderivate als Vorstufen der Melanine und unter Auftreten de: 
Thormihlen-Reaktion. Ob die Tryptophankom plexe im EiweiB sich auch 
direkt an der Melanogenbildung beteiligen kénnen, ist eine noch vollig 
ungekliarte Frage. 


Wir sind Herrn Professor Herbert Elias, dessen Abteilung di: 
beiden untersuchten Faille von Melanosarkomatose entstammten, fii! 


sein dieser Arbeit entgegengebrachtes Interesse zu herzlichem Dank 
verpflichtet. 
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Studien iiber stereochemische Struktur. 


V. Mitteilung: 
Die Menthyl- und Bornyl-ester von «-Ketosiuren, 


Von 
Robert Roger und Patrick Dunbar Ritchie. 


\us dem chemischen Laboratorium des University College. Dundee, 
Universitat, St. Andrews.) 


(Eingegangen am 29. Mai 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Fragen der asymmetrischen Synthese und asymmetrischen 
Induktion bildeten einen wichtigen Gegenstand der Untersuchunget 


dieses Laboratoriums!, doch ist die genaue Natur dieser Erscheinunger 


noch nicht widerspruchslos aufgeklirt. Das Ausgangsmaterial viele 
asymmetrischer Synthesen ist oft der Menthyl- oder Bornyl-ester eine 
x-Keto-siure [z. B. (--)-Menthyl-benzoyl-formiat]; und die Méglichkeit 
ist vorhanden, daB die x-Carbonyl-gruppe ein Zentrum induzierter 


Asymmetrie wird vor der Anlagerung des Grignard-Reagens. Die resul- 
tierende Saure ist ein Gemisch von (—)- und (-+-)-Form mit iiber- 
wiegender (——)-Form, gema dem Schema auf folgender Seite. 

Es sind zwei Erklarungen fiir diese Reaktion méglich. Man kann 
annehmen, daB der (—-)-Menthylester der Ketoséiure ein. Gemisch 
ist von gleichen Mengen zweier diastereomerer Ester, (-—-) (—) 
und (-+)(—), und daB jeder dieser Ester mit dem Grignard-Reagens 
mit verschiedener Geschwindigkeit reagiert. Andererseits kann man an- 
nehmen, daB, wie im folgenden Schema, die Carbonylgruppe unter dem 
EinfluB des optisch aktiven (-—)-Menthylradikals eine asymmetrische 
Konfiguration annimmt, mit dem Ergebnis, daB das Grignard-Reagens 
auf ein Gemisch von ungleichen Mengen labiler diastereoisomerer Ester 
einwirkt, so daB das schlieBliche Produkt nach der Entfernung des 
(—-)-Menthylkomplexes optische Aktivitat aufweist. Diese Vorstellungen 


1 Mc Kenzie und Mitchell, diese Zeitschr. 208, 456, 471, 1929; 221, 1, 
1930; 224, 242, 1930; Mc Kenzie und Ritchie, 231, 412, 1931; 237, 1, 1931; 
250, 376, 1932. 
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bilden die Grundlage fiir den Begriff der asymmetrischen Indukti: ’ 
in seiner Anwendung auf die asymmetrische Synthese. 

Nun sind in solchen «-Keto-estern zwei Zentren induzierter Asyn " 
metrie méglich, namlich die z-Carbonylgruppe und die Carbonylgrup) 
der COOR-Gruppe; doch wurde eigentiimlicherweise dieser induziert: 

Effekt bisher lediglich als eine Funktion der «-Ketogruppe betrachtet we 


obgleich es nahe lage, daB die COOR-Gruppe sich in der fiir das Aut st 
treten dieses Effektes giinstigeren Stellung befindet. la 
DaB man diesen Umstand weniger beriicksichtigt, ist wahrscheinlic! S) 
gewissen praktischen Tatsachen zuzuschreiben. Erstens reagiert di rs 
ml 
’ mi 
0 
(—) ( ) 
Cg H;—C—C 0.0 Co Hyy 
CgH,.CO.COOC,)>H;g — und 
(+) { ) 
Cs H;—C—C OO Cy Hyg Di 
O mit 
de 
OH oh 
(—) (—) ZW 
Celig—-O—C 00C yg Bae ake 
CH; 
:~ und 
( 
(CH; Mg J) 
3 CH, 
(+) ( ) 
CgH,—C—CO OC His 
OH x 
do 
T Om Ki 
(4-)-0, H.—C—CO00H fer 
un 
OH ,; 
(in ungleichen In 
— und 
Mengen). wa 
OH : 
ein 
(—)-C, H,—C—C OOH 
CH, 
. y ° ° r Me 
* Die asymmetrische Struktur des induzierten Zentrums kann aut vs 
+ “+ 
verschiedene Weise dargestellt werden (wie -~C— O oder .o—O 
welche die Existenz einer semi-polaren Doppelbindung voraussetzen. In de! u. 
vorliegenden Mitteilung beschranken wir uns jedoch auf das einfache obe: 19: 
dargestellte Schema. Sy 
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,-Ketogruppe viel leichter mit dem Grignard-Reagens als die Carbonyl- 
omponente der COOR-Gruppe!, und deshalb stammen die neuen 
permanenten Asymmetriezentren von der %-Carbonylgruppe. Ein groBer 
leil des Induktionsvermégens der (—-)-Menthylgruppe wird wahrschein- 
ich zur ,,Aktivierung’ der COOR-Gruppe verbraucht, mit dem Er- 
vebnis, daB die Induktion der %-Ketogruppe alles andere als vollstandig 
st. Diese Auffassung wird einigermaBben durch die Tatsache gestiitzt, 
lal} die vermittelst dieser Methode bisher verwirklichten asymmetrischen 
Synthesen unvollstandig gewesen sind. Zweitens wiirde es auf den 
ersten Blick unmdéglich erscheinen, eine COOR-Gruppe durch Reaktion 
mit Grignard-Reagenzien zu einem Zentrum fixierter Asymmetrie zu 
machen. Vollstandige Reaktion fiihrt zu einem symmetrischen Molekiil: 
R, 


R,.COOR + RygMgX —» R,—C—R; 


Die Umwandlung einer COOR-Gruppe in ein Zentrum fixierter Asym- 
metrie laBt sich nur verwirklichen bei Anwendung des Saiureamids oder 
des Nitrils?. Es ist nun versucht worden, folgenden Typ asymmetrischer 
Synthese auszufiihren, und zwar durch gleichzeitige Einwirkung von 
zwei verschiedenen Grignard-Reagenzien auf den (—-)-Menthyl-ester 
einer nicht-Ketosaure : 
(—)-CgH.-COOC,) Hyg + C;H;MgBr + CH,0-C,H,MgBr 
CgHy. OCH, 


—> (,H,;—C—C;H, (optisch aktiv’) 


) 


OH 


doch waren diese Versuche nicht von sonderlichem Erfolg begleitet. 
Eine geringe zuriickbleibende Linksdrehung wurde nach der Ent- 
fernung des (—-)-Menthylrestes beobachtet, doch geniigte dies nicht, 
um den SchluB zuzulassen, daB ein Zentrum induzierter Asymmetrie 
in der COOC,,H, .-Gruppe anwesend war. Dieser MiBerfolg ruhrt 
wahrscheinlich daher, daB die Grignard-Reagenzien nicht gleichzeitig 
einwirkten, sondern die erste Stufe der Reaktion war: 


(—)-C,H, -COOC,) Hy + RMgX — CyH,CO.R 


1 McKenzie, J. Chem. Soc. London 85, 1249, 1904; S9% 365, 1906; 
Derselbe u. Wren, ebenda 89. 688, 1906; McKenzie u. Miller, ebenda 95, 
544, 1909; Roger, ebenda 127, 518, 1925. 

2 McKenzie u. Wren. ebenda 93, 309, 1908; McKenzie, Martin 
u. Rule, ebenda 105, 1583, 1914; Tiffeneau u. Lévy, B. [4] 37, 1247, 
1925; Roger, Helv. Chem. Act. 12, 1060, 1929; diese Zeitschr. 230, 320, 1931; 
Smith, B. 64, 427. 1931. 
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und da das induzierende Zentrum eliminiert war, bevor das zweit: 
Stadium der Reaktion eingetreten war. Nichtsdestoweniger mag es 
trotzdem méglich sein, auf diesem Wege eine echte und vollkommen 
asvmmetrische Synthese zu verwirklichen. 

Eine Methode des Studiums der Frage der asymmettischen In 
duktion bot sich in der Untersuchung und dem Vergleich des Drehungs 
vermégens der Menthyl- und Bornyl-ester der x-Ketosiuren und de: 
entsprechenden Ester von einfachen nicht-Ketosiuren. Zu diesem 
Zweck wurde die Rotationsdispersion von Esterpaaren verglichen, wit 
(--)-Menthyl-Essigsiiure-ester und (—-)-Menthyl- Brenztraubensiure- 
ester. Das Drehungsvermégen wurde in verschiedenen Lésungsmitteln be 
stimmt (Aceton, Benzol, Chloroform, Schwefelkohlenstoff, Athylalkoho! 
und Athylacetat) fiir verschiedene Wellenlingen von 2 6708 bis 2 4358 
Der EinfluB von Temperatur und Konzentration wurde ebenfalls unter- 
sucht. Es wurde mit den Lowry-Dickson- und Rupe-Kriteria gearbeitet 
und auch mit dem charakteristischen Diagramm von Patterson. Aus 
dem Studium der verschiedenen Daten ergab sich die Tatsache, dap ein 
scharfer Unterschied zwischen den zwei Esterklassen besteht. 


(—)-Menthyl-ester von einfachen nicht-Keto-siiuren. 

Die Rotationsdispersion von allen diesen Estern lieB sich durch ein- 
gliedrige Drude-Gleichungen ausdriicken, und die Lowry-Dickson-Krite- 
ria gaben gerade Linien. Die Rupe-Kriteria waren von besonderem 
Interesse'. Sie sind in Tabelle V (S. 256 des experimentellen Teils 
zusammengefaBt. Man ersieht aus der Tabelle, daB die Rupe-Kriteria 
fiir irgendeinen Ester mehr oder weniger iibereinstimmen. AuBerdem 
sind die charakteristischen Wellenlangen (/,) fiir (—-)-Menthyl-formiat. 
-acetat und sogar -benzoat sehr ahnlich denjenigen fiir (—-)-Menthol 
selbst. Bei den im unverdiinnten Zustand untersuchten Estern wurden 
die Werte fiir die P. R. D. und 4, durch Lésen nicht erheblich beein- 
fluBt. Die einzige Ausnahme bildeten die (—-)-Menthyl- und die 
(--)-Bornyl-ester der B-Naphthoésiure, wo die Werte der P. R. D und 
7, um 20 bzw. 25 Einheiten abwichen. Die (—-)-Menthyl- und (—)- 
Bornyl-ester der «-Naphthoésiure stimmen jedoch in diesen Kriteria 


iiberein: Bretscher, Rule und Spence? haben gezeigt, da Menthylester 
der x-Naphthoésiure und viele substituierte Naphthoésiuren in ihrer 


1 Betreffs der Rupe-Kriteria siehe folgende Mitteilungen: Hagenbach., 
Zeitschr. f. phys. Chem. 89, 570, 1915; Rupe, A. 409, 327, 1915; Rup: 
u. Akermann, A. 420, 1, 1920; Rupe, A. 428, 188, 1922; Rupe, Héritie 
u. Schdfer, A. 459, 171, 1927; Roger u. Mc Kay, J. Chem. Soc. London 1931. 
S. 2229. 

2 J. Chem. Soc. London, 1928, 14938. 











We 
Gle 








ach, 
up 
tier 


31. 








Studien tiber Stereochemische Struktur. V. 243 


Dispersion einfach sind. Wo wir die Beziehung zwischen Temperatur 
ind Drehungsvermégen untersuchten, erwies sich der Effekt bei den 

)-Menthylestern der nicht-Ketosiuren als gering; es ergab sich nur 
cine geringe Zunahme der Drehung mit sinkender Temperatur. 


T abe lle F. 


Temperatureffekt. 





(—)-Menthyl-x-naphthoat in Schwefelkohlenstoff, ¢ 11,274, 1 2. 
L@Je:63 [¢],29 Le) ase 
{ ee — 65,8° — 83,2° — 131,1° 
er — 64,9 —- $2.4 130,1 


Die Ubereinstimmung zwischen den beobachteten und berechneten 
Werten des Drehungsvermégens auf der Grundlage eingliedriger Drude- 
Gleichungen war sehr gut, wie das folgende Beispiel zeigt: 





)-Menthyl-acetat in Schwefelkohlenstoff (c 8.7952, 1 & 20°), 
a: 6563 6162 5893 D461 5106 4861 4358 
a| Beob. 61,7° 70,4° 77,2° 91,4° 105,4° 118,0° 150,7° 
a| Ber. 61,5 70,4 77,4 91,2 105,7 117.9 150.8 


Die Dispersion aller Ester von (—)-Menthol und den einfachen 
Fettsiuren war deshalb einfach!. Auf eine umfassende Untersuchung 
der Ester von (—)- oder (+-)-Borneol mit einfachen Fettsiuren wurde 
verzichtet. Lowry und Cutter**haben die Dispersion von (-+)-Borneol als 
komplex beschrieben ([«] = 9,7866/(7? — 0,07442) — 3,2862/72), doch 
ist der Wert []5go9, = 26,28° fiir diese Verbindung in Benzol viel 
niedriger als der von Haller® gefundene, nimlich [x];.9, = 37,66° in 
Benzol. Wir haben deshalb das Drehungsvermégen von (—-)-Borneol in 
Benzoll6sung bestimmt und gefunden, dab die Dispersion zwischen den 
Wellenlingen / 6563 und 2 4358 sich gut durch die eingliedrige Drude- 
Gleichung [x] = 11,5/(2? — 0,0396) ausdriicken 1aBt. 





(—)-Borneol in Benzollésung (c 20,009, 1 2, ¢t 21°). 
A: 6563 6162 5893 5461 5106 4861 4358 
a 11,84° 13,54° 15,06° 17,93°  29,90° 23,469 = 39,72° 
a| Beob. — 29,7 33,9 37,6 44,8 52,2 58,7 76,8 
[a] Ber. — 29,6 34,0 37,6 44,7 52,3 58,7 76,9 


1 Roger, unveréffentlichte Beobachtung. 


2 J. Chem. Soc. London 127, 604, 1925. 
3 C, r. Acad. Sci. 112. 143, 1891. 
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Hieraus wiirde hervorgehen, 
(---)-Borneol einfach ist. Dies wird durch die Tatsache bekraftigt, da\) 
Lésungsmittel wenig EinfluB auf das Drehungsvermégen von ( 
besitzen. Moesveld' hat die Dispersion von ( 
verdiinnten Zustand und in verschiedenen Lésungsmitteln untersuch 
und gefunden, daB die Dispersionen sich alle durch eingliedrige Drud: 
Gleichungen ausdriicken lassen. 

Einfache Dispersion ist jetzt bei den Menthyl- und Bornyl-ester: 
der x-Naphthoésaure festgestellt worden. Die Menthyl- und Borny! 
ester der B-Naphthoésiure waren dadurch von Interesse, daB die Rup 
Kriteria eine deutliche Veranderung mit dem Lésungsmittel zeigten 
(Tabelle V). Dies mag auf der Entwicklung von komplexer Dispersio: 
oder ,,relativer Anomalie‘** beruhen, obzwar sich die Dispersionen durc!} 


P. D. Ritchie: 


Rotationsdispersion vo; 


eingliedrige Drude Gleichungen ausdriicken lieBen. 


(—)-Menthyl-ester von x-Keto-siiuren. 
Die Dispersion dieser Ester unterscheidet sich von derjenigen der 
Menthyl-ester der einfachen nicht-Ketosiuren in folgenden Haupt- 


punkten: 


a) Die Temperatur hat auf das Drehungsvermégen der Ester keinen 


merklichen EinfluB. 


Tabelle II. 
Temperatureffekt. 


(—)-Menthyl-x-naphthoyl-formiat in Athylacetat (c 


)-Bornyl-acetat im un 





t: 1,5° 
Dene so ys — 9,09 
er ee — 10,8 
[@]}engn - - - : — 10,8 


b) Das Drehungsvermégen 


Tabelle ITI. 


21,3° 
— 10,30 
— 133 

14.1 


anderte sich mit dem 


Lésungsmitteleffekt. 


“1 Otbo 
~“Is1 GO 


Lésungsmitte! 





Ester 


(—)-Menthyl-¢-naphthoyl-formiat . 
(—)-Bornyl-a-naphthoyl-formiat 
(—)-Menthyl-benzoyl-formiat 
(+)-Bornyl-benzoyl-formiat 
(—)-Menthyl-anisoyl-formiat . 
(—)-Menthyl-pyruvat . 


1 Proc. K. Akad. Wetensch. 
2 Rupe u. Kadgi, A. 420, 33, 


[a]?2,. in verschiedenen Lisungsmitteln 


Benzol 


— 15,7° 


— 19,7 
— 39.0 
+ 23,4 
— $79 
— 89,4 


32, 344, 


~ mh 
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Man ersieht aus der obigen Tabelle, daB der EinfluB des Lésungs- 

mittels regelmaBig ist. Schwefelkohlenstoff z. B. setzt durchgehends 

i] das Drehungsvermégen der Ester herab, mit einer Ausnahme, nimlich 
|-Menthyl-pyruvat. In diesem Falle stieg die Linksdrehung des 
it Esters in Schwefelkohlenstoff. Man erkennt jedoch aus der obigen 
labelle, daB der Gang des Drehungsvermégens des (--)-Menthyl- 

pyruvats dem der anderen untersuchten «-Keto-ester entgegengesetzt 


n ist. Ferner sind die verschiedenen beobachteten Drehungen des (-—)- 
Menthyl-pyruvats, die eine Abkehr von der einfachen Dispersion an- 
) zeigen, alle héher als die vermittelst der eingliedrigen Drude-Gleichung 
n berechneten, wahrend bei allen anderen x-Ketosaiuren die Drehungen, 
' die die Entwicklung von anomaler Dispersion anzeigen, unter den 
Hh berechneten Werten liegen. Dieses Ausnahmeverhalten des (—)-Menthyl- 


pyruvats zeigt sich auch im entgegengesetzten Sinne der asymmetrischen 
Synthese und der Mutarotation in alkoholischen Lésungsmitteln'. 
Der Lésungsmitteleffekt von Schwefelkohlenstoff ist bereits von 
T anderen Forschern beschrieben worden. Rule und Mitchell? fanden, 
t- daB die von (—)-f-Octylestern ciniger substituierter Essigsiuren in 
gewissen Lésungsmitteln gezeigte Linksdrehung sich in diesem Lésungs- 
n mittel in eine Rechtsdrehung umkehrt. 

In Tabelle V ist die Ubereinstimmung der Rupe-Kriteria fiir die 
nicht-Keto-ester beachtenswert. Die Rupe-Kriteria fiir die x%-Keto- 
ester zeigen jedoch keine Ubereinstimmung, wie Tabelle VI (S. 263) 
im experimentellen Teil zeigt. Z. B. schwanken die /, fiir (--)-Menthyl- 
pyruvat in verschiedenen Lésungsmitteln von 640 bis 681 und _ fiir 
)-Menthyl-x-naphthoyl-formiat von 659 bis 1163. Die Kriteria fir 
die alkoholischen Lésungen waren von besonderem Interesse, da 
Mec Kenzie und Mitchell fanden, daB viele Ketoester in solchen Lésungs- 
mitteln Mutarotation aufwiesen, und es war zu erwarten, daf} die Kriteria 
ein Anzeichen fiir diesen Effekt geben wiirden. 7, von alkoholischen 
Lésungen des (—)-Menthyl-pyruvats war merklich héher als bei anderen 
Lisungen; doch war andererseits 4, von alkoholischen Lésungen des 
me (-)-Menthyl-benzoyl-formiats dieselbe wie fiir Lésungen jenes Esters 
in Benzol, und es hatte sich in dem letzteren Lésungsmittel keine 
Mutarotation feststellen lassen. Es konnte deshalb kein bestimmter 
Zusammenhang zwischen den Rupe-Kriteria und dem Auftreten von 

Mutarotation fiir irgendeinen der Ester gefunden werden. 
Man fand, daB in den meisten Fallen sich das Drehungsvermégen 
der Ester zwischen den Wellenlangen 26708 und 24861 durch ein- 
gliedrige Drude-Gleichungen ausdriicken lieB. Jenseits 24861 traten 


1 McKenzie u. Mitchell, 1.c.; McKenzie u. Ritchie, 1. ¢. 
2 Rule u. Mitchell, J. Chem. Soc. London 1926, 8. 3202. 
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oft Abweichungen auf, und es waren offensichtlich zweigliedrige Gl: 
chungen anzuwenden. Dies wurde besonders beobachtet, wenn <i 


Dispersion der Ester in Schwefelkohlenstoff- und Athylacetatlésung be. 
stimmt wurde, z. B. 


(—)-Menthyl-pyruvat in Schwefelkohlenstoff (¢ = 16,6408, 1 2,t = 20 





” $4 6563 6162 5893 5461 5106 4861 4587 4358 


[2] Beob. 74,29 85,29 9 
7 9 


® 118,1° _ 183,8°  152,5° 180,0° 211,1 
|a| Ber. 1 


4,7 5 
4.7 113.6 134,0 51,4 176.3 202.6 
Die komplexe Dispersion von (—)-Menthyl-anisoyl-formiat in 
Schwefelkohlenstoff war aus ahnlichen Griinden offenbar; ferner er- 
hielt man in diesem Falle einen negativen Dispersionsparameter, als 
man den Versuch machte, der Dispersion eine eingliedrige Drud+- 
Gleichung zugrunde zu legen. Die Gleichung [«] = 9,29/(72 + 0,0072 
ergab sehr gute Ubereinstimmung zwischen den beobachteten und 
berechneten spezifischen Drehungen fiir Wellenlingen zwischen / 6563 
und 44861. Negative Werte fiir 2? wurden ebenfalls gefunden fir 
Lésungen von (—)-Menthyl-x-naphthoyl-formiat in Benzol und Aceton, 
und es wurde wieder gute Ubereinstimmung zwischen beobachtetem 
und berechnetem Drehungsvermégen festgestellt zwischen A 6563 und 
7.4861. Die Untersuchung von (—-)-Menthyl-«-naphthoyl-formiat in 
Essigester gab Drehungen, die sich keiner eingliedrigen Drude-Gleichung 
anpassen lieBen und die auch in der Dispersionskurve ein Maximum 
zeigten. Bei 1° C trat dieses Maximum auf zwischen / 5461 und / 5106 
doch wurde festgestellt, daB sich dieses Maximum mit zunehmender 
Temperatur nach Violett verschob. Eine Lésung dieses Esters in 
Schwefelkohlenstoff (¢ = 11,8440, ¢ = 21,4°) zeigte gleichfalls ein 
Maximum bei 7 5106. 





a: 6563 5893 5461 5106 4861 4722 4587 
ees ee 8,2° 8,4° 8,6° 8,4° 77° 6,8° 


Auf diese Weise wurde in Lésungen von (—-)-Menthyl-anisoy!- 
formiat und (—-)-Menthyl-«-naphthoyl-formiat komplexe und anomale 
Dispersion gefunden. Die Lésung des letzteren Esters in Essigeste: 
zeigt gleichfalls komplexe und anomale Dispersion. Die beigefiigte 
Abbildung zeigt die Rotationskurven fiir (—)-Menthyl-x-naphthoy]- 


formiat unter verschiedenen Bedingungen der Konzentration, der 


Temperatur und des Lésungsmittels. Die Nebenfigur zeigt in einem 
besonderen Mafstab den Temperatureffekt in Essigsiureathylester 


Wie man aus der Abbildung sieht, geht die Dispersion dieser Ester 


aus einem Zustand unechter einfacher Dispersion (in Chloroformlésung 
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tej durch verschiedene Grade komplexer Dispersion iiber zu offensichtlicher 
d wahrer Anomalie in Essigsiureaithylester und Schwefelkohlenstoff. 
be. 


Temperatureffekt in Essigsdureathylester 
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der Rotationsdispersion von (—)-Menthyl-e«-Naphthoylformiat in verschiedenen Lisungsmittel: 
; in 
ein Diese Menthyl- und Bornyl-ester von x-Ketosiuren bildeten die 
Grundlage neuerer Forschung dieses Laboratoriums tiber asymmetrische 
— Synthese. Das Prinzip der asymmetrischen Induktion wurde von 
37 Mc Kenzie, Mitchell und Ritchie mit betrachtlicher Zuriickhaltung als 
20 eine mégliche Erklarung der asymmetrischen Synthese und der von 
diesen Estern in gewissen Lésungsmitteln gezeigten Mutarotation 
ovl- unterbreitet. Es wird angenommen, da unter dem Einflub des optisch- 
nale aktiven (—-)-Menthyl- oder Bornyl-komplexes die « Ketogruppe eine 
ster asymmetrische Konfiguration von mehr oder weniger labilem Charakter 
igte annimmt. Gleichzeitig wollten wir darauf hinweisen, dai der Keto- 
ovl- teil der COO R-Gruppe fiir Induktionseffekte sich in giinstigerer Stellung 
der befindet. Aller Wahrscheinlichkeit nach ist jedoch die «-Ketogruppe 
1em der beherrschende Faktor. Der Einflu8 einer solchen Ketogruppe in 
ter Ketoestern lat sich nachweisen. Rwpe und Kagi (1. c.) haben Menthyl- 
ster ester von verschiedenen Ketosaéuren untersucht; die von ihnen an- 
ing gegebenen Kriteria zeigen in Verbindung mit den von uns bestimmten, 
Biochemische Zeitschrift Band 253. 17 
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wie die Veranderung oder Vermehrung der Ketogruppe die Dispersi: 
dieser Ester beeinflussen kann. Die charakteristischen Wellenlangen 
der folgenden Verbindungen in Benzollésung zeigen dies deutlic! 


Tabelle 1V. 





Verbindung he 
fee) ee nom 683 
(—)-Menthyl-essigsaureester . . . . 686 
(—)-Menthyl- brenztraubensaureester 641 
(—-)-Menthyl-acetessigester . . . . 699 
(—)-Menthyl-acetylacetessigester . . 628 


Aus dieser Tabelle ersieht man, daB die a-Ketogruppe im ( 
Menthyl-brenztraubensaiureester eine deutliche Herabsetzung der 2, ver 
ursacht; wenn jedoch diese Ketogruppe aus der direkten Nahe der 
Carboxylgruppe entfernt wird, riickt 2, wieder nahe an den Wert fiir 
(—.)-Menthol oder (— )-Menthyl-essigsiureester. Vermehrung der Keto 
gruppen, wie im (—)-Menthyl-acetylacetessigester, verursacht wiede1 
eine deutliche Herabsetzung der charakteristischen Wellenlange. Diese 
Ketogruppe i-t also offensichtlich ein wichtiger Faktor fiir die Dispersion 
derartiger Ester. 

Der Ubergang von einfacher zu komplexer oder sogar anomale: 
Dispersion beim Ubergang von den Menthylestern der einfachen Sauren 
zu den Menthylestern der Ketosaéuren scheint sich am besten erklaren 
zu lassen mit der Annahme, da ein oder mehrere asymmetrische Zentre 
in den Ketoestern entstanden sind: 


Cg H,—C—C OC 9 Hyp. 


oO O 


Nach dieser Annahme ist die komplexe Dispersion der Ketoester de 
Anwesenheit von verschiedenen asymmetrischen Zentren mit ve 
schiedenen Dispersionsparametern innerhalb des Molekiils zuzuschreiben 
Diese Annahme wird gestiitzt durch eine Untersuchung der Dispersion der 
Menthyl-mandelsadureester, die neuerdings in diesem Laboratorium ausge 
fiihrt worden ist (Roger, unveréffentlichte Beobachtungen). Die Dispersion 
von (—-)-Menthyl-r-mandelsaureester ist einfach, wahrend die vor 
(—)- Menthyl-d-(—-)-mandelsiure (wo die zwei asymmetrischen Zentre: 
von ahnlichem EinfluB sind) komplex ist. Die Dispersion von (—-)-Menthy! 
d-(-+-)-mandelsaureester ist viel mehr komplex als die von (—-)-Menthy] 
|-(—-)-mandelsiureester und wird in gewissen Lésungsmitteln anoma! 
Die Dispersionen der drei Menthyl-mandelsaureester spiegeln sich so 
zusagen in der Dispersion der Menthylester der nicht-Keto- und Keto 
siuren wieder. Man mag einwenden, daB im Falle des Menthyl-pyruvat- 
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lie komplexe Dispersion auf die Existenz verschiedener isomerer Formen 
lieses Esters zuriickzufiihren ist: 
CHy—CHCOOC,, Hy, 


O 
CH, C (OH) COOC, Hyg**, 


oder 


iber dieser SchluB gilt nicht fiir Ester wie ( )-Menthyl-benzoyl-formiat , 
wo es keine Méglichkeit der Existenz solcher Formen gibt. Solvat- 
wirkung in einem Zentrum induzierter Asymmetrie diirfte ein neues 
Zentrum fixierter Asymmetrie hervorrufen, von dem Typus, der schon 
von Mc Kenzie und Mitchell vorgeschlagen worden ist (1. ¢.).. Dies wiirde 
natiirlich von der Verwendung alkoholischer Lésungsmittel abhangen. 
DaB diese Wirkung des Alkohols wahrscheinlich tibertrieben worden 
ist, zeigt folgender Versuch. Die Dispersion von (—-)-Menthyl-brenz- 
traubensdureester wurde in Athylalkohol bestimmt, und zwar in einer 
solchen Konzentration (¢ = 87,49), daB die Solvatation unmdéglich voll- 
standig sein konnte. Man fand, daB die Dispersion nicht bedeutend 
von derjenigen verdiinnterer Lésungen abwich. Die induzierte Asym- 
metrie ist jedoch von der Verwendung alkoholischer Lésungsmittel 
unabhangig, da die Komplexizitét beim (—)-Menthyl-«%-naphthoyl- 
formiat am gréBten in Schwefelkohlenstoff ist. Tatsachlich zeigt sie 
sich in allen Lésungen in mehr oder weniger hohem Grade. 

Man kann deshalb in diesen Ketoestern drei Asymmetriezentren 
innehmen, ein festes und zwei induzierte: 


Cg H;-C-C-OCj9 Hy 


oo 


Da der (—-)-Menthylkomplex linksdrehend ist, sollte man erwarten, 
daB die Zentren induzierter Asymmetrie gleichfalls linksdrehend sein 
wiirden. Das Auftreten von anomaler Dispersion beim (-)-Menthyl- 
z-naphthoyl-formiat in Essigester und Schwefelkohlenstoff wiirde jedoch 
eher die Annahme stiitzen, daB die Zentren nicht alle dasselbe Vor- 
zeichen tragen. Mit anderen Worten, der Induktionseffekt kann ab- 


wechseln: 


> 


Die Dispersionen der Ester wiirden deshalb etwas komplizierte Bei- 
spiele liefern fiir T'schugajeffs .,intramolekulare Anomalie’’. 
* Bottinger, B. 10, 266, 1877. 


** Siehe Scheibler u. Voss, B. 53. 388, 1920; J. St. Newberg. diese Zeitschr. 
219, 165. 1930. 


iy* 
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Die Dispersion von Estern im allgemeinen ist lange ein umstritten: 
Gebiet gewesen, und der Faktor der induzierten Asymmetrie ist wah: 
scheinlich nicht voll gewiirdigt. So zeigen viele Ester von einfache: 
Séiuren und optisch aktiven Alkoholen mit einfacher Dispeision kom 
plexe und in manchen Fallen anomale Dispersion. Die Dispersion von 
(+-)-Octylalkohol ist einfach (Lowry und Richards'); die Dispersio: 
seines Oxalsiureesters ist dagegen komplex. Pickard und Kenyon* 
untersuchten den Essigsiureester des (-+-)-Octylalkohols und fanden 
anomale Dispersion bei bestimmten Temperaturen. Diese Autoren 
untersuchten auch die Dispersion von Estern einfacher Sauren und 
Alkohole (vom (--)-sek. Butyl- bis zum f-Tridecyl-alkohol) und fanden 
bei allen dieselben Erscheinungen. Spater bestimmten Pickard, Kenyon 
und Hunter? die Dispersion von einfachen Estern des sek. Buty]- 
Octyl-, Nonyl- und Benzyl-methyl-carbinols und fanden sie komplex 
Kenyon und Snellgrove* stellten eine Reihe von Alkoholen vom Typus 
des (-+-)-Methyl-vinyl-carbinols dar und fanden einfache Dispersion, 
dagegen komplexe Dispersion bei den Estern. Andererseits haben 
Rupe® und Lowry® gezeigt, daB die Dispersionen von (—-)-Menthol und 
(--)-Menthyl-benzoesaiure-ester einfach sind. Kenyon und Priston? unter- 
suchten die einfachen Ester von Borneol und iso-Borneol und stellten 
fest, daB sich ihre Dispersion durch eine eingliedrige Drude-Gleichung 
ausdriicken laBt und deshalb einfach ist. Frankland und Garner® weisen 
jedoch beim (-—-)-Menthol und seinen Derivaten darauf hin, dal} 
,,infolge des begrenzten Bereichs zuganglicher Drehungswerte die Ro- 
tationsdispersion nicht leicht unter Bedingungen erforscht werden kann, 
bei denen das charakteristische Diagramm anzeigt, daB sie anoma| 
waren’. Das Vorliegen einfacher Dispersion bei einfachen Menthy! 
estern bedeutet nicht, da es notwendigerweise keinen Induktions- 
effekt bei den Estern zyklischer Alkohole gibt, sondern einfach, daB dir 
Dispersion des induzierten Zentrums sich der des festen Zentrums iiber 
lagert ohne Beeinflussung des Dispersionstypus. Uberlagerung zweic1 
einfacher Dispersionen kann zu komplexer oder sogar anomaler Dispersion 
fiihren, doch kann sie andererseits die Dispersion einfach lassen. So 
haben Lowry und Richards® gezeigt, dab die Dispersion des Rohrzuckers 
einfach ist, trotz der Anhaufung und Uberlagerung so vieler asymmetri- 


1 J. Chem. Soc. London 125, 1593, 1924. 
2 Ebenda 105, 830, 1914. 
3 Ebenda 123, 1, 1923. 

Ebenda 127, 1169, 1925. 

A. 420, 1, 1920. 

J. Chem. Soe. London 115, 305, 1919. 
Ebenda 127, 1474, 1925. 

Ebenda 115, 636, 1919. 

Ebenda 125, 2511, 1924. 
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‘her Zentren. Roger (unver6ffentlichte Beobachtung) fand, daB die 
berlagerung einer komplexen iiber eine anomale Dispersion (natiirlich 
oder kiinstlich) eine einfache Dispersion geben kann. Die Entwicklung 
komplexer oder anomaler Dispersion bei einfachen Estern scheint jedoch 
stark gebunden zu sein an die Gegenwart von aliphatischen Alkohol- 
radikalen (wie Octyl oder sek. Butyl); und es kann sein, daB solche 
‘\adikale (vermége ihrer Raumstruktur) eine solche Induktionswirkung 
auf die COOR-Gruppe ausiiben, daB ein Zentrum induzierter Asym- 
metrie gebildet wird, dessen Dispersion bei Uberlagerung iiber die der 
\lkoholgruppe eine komplexe oder anomale Dispersion liefert. 

Der EinfluB der COOR-Gruppe in Estern ist oft betont worden. 
Pickard und Kenyon (1. c.) sagen zu diesem Gegenstand: ,,Es erscheint 
wabrscheinlich, daB infolge gewisser Eigenschaften der Carboxylgruppe 
alle optisch aktiven Ester besonders dazu neigen (wenigstens unter ge- 
wissen Bedingungen), anomale Dispersion zu zeigen. Ferner ist die 
Carboxylgruppe und nicht die CH (OH)-Gruppe die Ursache dafiir 
(wenigstens zur Hauptsache), daB die Derivate von Oxysauren, wie 
Weinsaure, Apfelsiure, Glycerin- und Mandelsiure, anomale Dispersion 
aufweisen.“’ Zur Zeit, als Pickard und Kenyon dies schrieben, war 
man geneigt, die Anwesenheit von Gemischen isomerer Verbindungen 
in den Lésungen einfacher Ester anzunehmen. Smedley! und Scheibler 
und Voss (i. c.) haben fiir die Carboxylgruppe Tautomerie angenommen, 
wodurech die Annahme verschiedener Formen der Ester fiir den un- 
verdiinnten und gelésten Zustand méglich wiirde. Solche Anschauungen 
galten, bis Lowry und Walker® den Begriff der induzierten Asymmetrie 
(Erlenmeyer) benutzten und spater Lowry und Cutter (1. ¢.) diese Er- 
klirung auf die Dispersion von Estern und Verbindungen mit Ke*o- 
gruppen, wie Campher, anwandten. Rule und Mitchell (1. c.) besprechen 
ebenfalls den Kinflu8 der Carboxylgruppe in einer Untersuchung der 
Ester des Octylalkohols. ,,Diese RegelmaBigkeiten scheinen zu zeigen, 
daB Lésungsmittel das Drehungsvermégen hauptsichlich durch das 
Medium der Carboxylgruppe beeinflussen.** Phillips* nimmt ebenfalls 
die Bildung eines induzierten Zentrums im Octylessigsiureester an 
zur Erklarung der komplexen Dispersion in Estern4 


oe 
CH,—C—OC, H,,. 


O 


1 J. Chem. Soc. London 95, 931, 1909. 

2 Nature 113, 565, 1924. 

3 J. Chem. Soe. London 127 2552, 1925. 

‘ Betreffs einiger neuerer Arbeiten iiber das Prinzip der induzierten 
\symmetrie siehe Pfeiffer u. Quehl, B. 64, 2667, 1931; R. Kuhn, B. 65, 
49, 1932. 
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Wir sind auf Grund unserer Erfahrungen an den Menthylestern «: 
2-Ketosduren iiberzeugt, da die zwei Carbonylgruppen im Drehung 
vermoégen dieser Verbindungen eine wichtige Rolle spielen. Das Prinz), 
der asymmetrischen Induktion scheint uns die verniinftigste Erklarun 
fiir die Erscheinungen zu geben, die wir beobachtet haben. 

Die komplexe Dispersion der Ketoester kann natirlich herriihre: 
von der Gegenwart eines Gemisches von Formen in der einen Lésung 
Da diese Formen jedoch nur durch induzierte Asymmetrie entstehen 
kénnen, wird unsere Beweisfiihrung zugunsten dieses Prinzips nicht 
beeintrachtigt. 

Versuche. 

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle angeftihrten Drehungen 
in einem 2dm-Mantelrohr beobachtet bei der Temperatur von 20,5" 
(--. 0,5°); das Vorzeichen ist stets negativ, ausgenommen beim ( 
Bornyl-benzoyl-formiat. 

A. Nicht-Ketoester. 

I. (— )-Menthyl-formiat. Dieser Ester wurde bereitet durch Veresterung 
von (—)-Menthol und reiner Ameisenséure. Das Produkt wurde wiederholt 
im Vakuum fraktioniert, bis seine optische Aktivitét konstant war, und sott 
bei 91 bis 92°/18mm, nj) 1,4459, [«]7) — 77,6°. T'schugajeff* gibt an 
Kp. 98°/15 mm, D%" 0,9359, []7} 79,52°. 





} 6563 6162 5893 5461 5106 4861 4358 


Unverdiinnt: d?° 0,9359, | = 0,5. [a] = 25,06/(2? — 0,0241). 


a... .| 2888 | 8289 | 8628 | 4275 4947 | 55,33 
[a] Beob. 61,7 70.3 77,6 91.4 1057 | 1182 
fa] Ber.. 61,6 70,5 77,5 914 105.9 | 118,1 


‘In Athylalkohol: ¢ = 10,0650. [a] 26,63 /( 7? 0.0216). 
13,12 14,95 16,47 19,33 22.46 24,99 31,75 


Bes 2 » 

[a] Beob. 65,2 74,3 81,8 96,1 111,6 124,2 157,8 

[a] Ber.. 65,1 74,4 81,8 96,3 111,4 124.1 158,2 
In Aceton: ¢ 10,2592. [a] = 26,10/(A? — 6,0232). 

ee 12,90 14,71 16,20 19,10 22,12 24,59 31,58 

[a] Beob.' 64,1 73,1 80,5 95,1 109.9 122,2 156.9 

|a| Ber.. || 64,0 73,2 80,5 94,9 109,9 122.5 156.6 


In Benzol: ¢c = 10,3470. [a] = 24,63/(2? — 0,0229). 


O55 a 12,53 14,22 15,74 18,51 21,38 23,92 30,49 
[a] Beob. 60,5 68,7 76,1 89,5 103,83 115.6 147.3 
[a] Ber.. 60,4 69,0 75,9 89,5 103,5 115,4 147.4 


Il. (—)-Menthyl-acetat. Dieser Ester wurde bereitet aus (— )-Menth: 
und Acetylchlorid in aétherischer Lésung. Der reine Ester zeigte Kp. 104 


' Tschugajeff, J.russ. phys.-chem. Ges. 34, 606, 1902: Ber. 31, 364, 189s 
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is 105°/20 mm, nj) 1,4432, [x]7) — 81, 1°. 
0.9264, [a]; — 79,41°. 
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Pickard und Kenyon! geben an: 





A 6563 6162 5893 5461 5106 


Unverdiinnt: d?° 0,9264, l 0,2. [a] 
2 20,46 


e278 See 13,57 15,03 17,7 
«| Beob. 64,1 73,3 81,1 95,6 110.4 
| Ber..| 64,2 73,4 80,8 95,2 110,4 
In Athylalkohol; ¢ = 8.0800. [a] = 27,10/(22 
5 ci al 10,81 12,31 13,57 16,03 18.57 
«| Beob. 66.9 76,2 83,9 99,2 114.9 
‘| Ber.. 66,7 76,3 94,0 99,0 114,8 
In Aceton: c 8.1000. [x] 26,93 /( 2? 
a. =e 10,71 12,23 13,51 15,91 18,37 
a| Beob. 66,1 75 5 83.4 98,2 113.4 
a} Ber. . 66,2 75.6 83,2 98,1 113.6 


In Benzol: « 8.2260. [a] 26.31 /( 2? 


+ sens 10,60 12,13 13,34 15,70 18,20 
a| Beob. 64,4 73,7 81,1 95,4 110,6 
a) Ber.. 64,5 73,7 81,0 95,5 1105 

In Schwefelkohlenstoff:c = 8,7052, t = 20°. [a] = 25, 

Sincanal ee 11,26 13,44 15.90 18,35 
[a] Beob. 61,7 70,4 77,2 91,4 105.4 
|a] Ber. . 61,5 70,4 774 91,2 105,7 


Dieselbe Lésung: t = 1%. [a] = 25,42/(7? 


Pee an 10,83 12.37 13,58 16,00 18,49 
a) Beob. 62,2 71,1 78,2 91,9 106,2 
] Ber.. 62,2 71,0 78,1 92.0 106.4 


ead. { 
und Benzoylchlorid in atherischer 
kristallisieren aus Alkohol gab er F. 53 bis 54°, [«]') 
88,0° (in Athylalkohol: ¢ 4). 


Lésung; nach 


¢ be [a]p, 


an: F. 55°, [a]), 


26,10/( 2? 


)- Menthyl-benzoat. Dieser Ester wurde bereitet aus ( 


4561 4358 


0.0241). 


0,0246). 

920.65 

127,7 

128, — 
0.0236). 

29,41 

126.0 —_ 

126.6 


0.0226). 


20,25 
123 1 
123.1 - 

04 /( 2? — 0,0238). 
20,54 26,23 
118,0 150,7 
117.9 150.8 


0,0219). 
20.68 — 
118.8 
118.5 


)-Mentho!l 
mehrmaligem Um- 
90,3° (in Benzol: 


Rupe und Silberberg® geben 
83,53° (in Athylalkohol); Pickard und Kenyon® geben an: 





1% a0 90,38° (in Benzol: c 5). 
A 6563 6162 5893 5461 5106 4861 4358 
In Ath ylalkohol a 4.0380. [a] 27,61 /( 2? 0.0333). 
Pe eee 5.62 6,42 7,11 8,46 9.51 10.93 
ja] Beob. 69,6 79.5 88,0 104,8 121,5 135.3 
ja] Ber. . 69,5 79.7 87,9 104,38 121,4 136,0 


1 Pickard u. Kenyon, J. Chem. Soc. 


2 Rupe u. Silberberg, Ann. 327, 194, 19038. 
$l. 


London 107, 


36, 1915. 





254 


R. Roger u. 


P. D. Ritchie: 





A 6563 


In Aceton: 


ie a 10,89 
[a] Beob. 68.0 
[a] Ber. . 68.2 


6162 5893 


ec = 8,0035. 
12,47 13,77 
77,9 86,0 
77,9 85,8 


461 5106 4861 4358 


[a] = 27,62/(A? — 0,0255). 
16,23 18,79 20,94 
101,3 1174 130,8 
101.3 117.4 131.0 





| 


In Benzol: c 8,0228. [a] = 28,73/(A2 — 0,0285). 


e..+.a<] Ba 13,10 14,48 17,07 19,89 22,17 
a] Beob. 71,5 81,7 90,3 106,4 123.9 138,2 
a| Ber. . 71,5 81,8 90.1 106,5 123.8 138,3 

In Schwefelkohlenstoff; c = 23,7264. [a] = 29,74/(2? — 0,0301). 
C....] ee 40,29 44.47 52,58 61,21 68,46 87,93 
[a] Beob. | 74,4 84,9 93,7 1109 129.0 144.3 185.2 
[a] Ber.. 74,2 85,0 93,8 110,9 129,0 144,2 186.1 


IV. (—)-Menthyl-«-naphthoat. Dieser Ester wurde bereitet durch 


Veresterung von (—)-Menthol und «-Naphthoéséure. Der reine Ester zeigte 


Kp. 215 bis 235°/20 mm, d}? 1,0557, [a], 79,5° (in Athylalkohol). Rup: 
und Silberberg! geben an: [«]}) 79,08° (in Athylalkohol), und Bretscher, 
Rule und Spence: [a], 79,7° (in Athylalkohol). 





4 6563 6162 5893 5461 5106 4861 4358 


Unverdiinnt: d\> 1,0557, | = 0,2. [a] = 26,98/(7? 0,0458). 


G...0 08 Bee 17,01 18,90 22,53 26,48 29,97 
[a] Beob. 70,3 80,6 89,5 106,7 125.4 142,0 
[a] Ber.. 70,1 80,8 89,5 106.9 125,6 141.7 

In Athylalkohol: ¢ = 8.5352. [a] 24,64/( 7? 0,0368). 
Gc .<a) oe 12,27 13,57 16,11 18,75 21,12 ~ 
{«] Beob. 62,5 71,8 79,5 94,3 109.8 123,7 - 
{a} Ber.. 62,5 71,9 79,3 94,2 110,8 123.5 - 


In Aceton: c = 6,3300. [a] = 23,88/(/? — 0,0367). 


Gig es .. 5 7,69 8,79 9,74 11,54 13,59 15,17 
[a] Beob. 60,8 69.4 76.9 91,2 196,6 119,8 
[a] Ber. . 60,6 69,6 76,9 91,3 106,6 119.6 

In Benzol: ¢ = 4,0536. [a] = 26,89/(A — 0,0347). 
_ eee 5.54 6,30 6,96 8,24 9,63 10,88 
[a] Beob. 68,3 77,7 85,8 101,6 118,8 134,2 
|e] Ber. . || 67,9 77,9 86,0 102.0 119.9 133.4 


In Schwefelkohlenstoff: c = 11,2740, t = 20°. [ 


a] = 25,17/(A? — 0,0419). 
14,64 16,74 18,59 22,03 2 


] 
5.94 29,33 | 38,24 
) 
5 


Ss. & ae 
[a] Beob. 64,9 74,2 82.4 97,7 1150 130.1 | 169.6 
[a] Ber.. 64,7 74,5 82,4 98.2 115.0 1294 | 1700 


t lc. 
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V. (—)-Menthyl-B-naphthoat. Dieser Ester wurde bereitet durch 
Veresterung von (—)-Menthol und #-Naphthoésaure. Der rohe Ester 
wurde mehrmals aus Alkohol umkristallisiert und zeigte F.77 bis 77,5° 
95,8° (in Benzol: c 4). Tschugajefj' gibt an: [a]}, 92,76° (in 
Renzol: c 11); Rupe und Miinter® geben an: F. 75 bis 76°, [a]? 91,3° 
n Benzol: ¢ = 10). 

A 6563 6162 5893 461 5106 4861 4358 
In Athylalkohol: c 4,0000. [x] 26,41 /( 2? 0.0255). 

“a oe 5,18 5,98 6,60 7,76 8,98 10,01 
| Beob. 64,7 74,7 82,5 97,0 112,2 125,1 

Ber.. | 65,2 74,6 82.1 96.8 112.1 125.5 

In Aceton: c 4.0176. [«] 25,71/( A? 0.0186). 
ek te eg 5,05 5,72 6,28 7.40 8,55 9,52 
a| Beob. 62,8 71,1 78,1 92,0 106.3 118.4 - 
«| Ber. . 62.4 71,2 78,2 92,1 106.2 118,1 
In Benzol: c = 4,0048. [a] 30,01 /( 2? 0,0321). 

Sat 6,03 6,87 7,67 9,09 10,52 11,54 

Beob. 75,3 85.8 95,8 112.3 131.5 147.5 

Ber.. 75, 86,4 95,3 112.9 131.4 147,2 

VI. (—)-Bornyl-x-naphthoat. Dieser Ester wurde hergestellt durch 


Erhitzen von 20g a-Naphthoéséiure und 60g ( 


)-Borneol im Olbad bei 


200° wahrend 9 Stunden. unter zeitweiligem Ejinleiten eines Stromes von 


trockenem Chlorwasserstoff. 


Uberschiissiges Borneol wurde durch Wasser- 


dampfdestillation entfernt; der Atherauszug des Riickstandes lieferte 30 g 


rohen Ester (85” 


der Theorie), der mehrfach aus rektifiziertem Alkohol 





umkristallisiert wurde. Der reine Ester kristallisiert in kleinen dichten 
Rosetten von winzigen farblosen Nadeln, F. 69 bis ,71°. 
(.,H,,0,: Ber.: 81,8°,, H 8 
gef.: C $2,1°,; H 8,0 
a: 6563 6162 5893 5461 5106 4861 $358 
In Athylalkohol: ¢ = 4,0000. [a] 10,33 /( 2? 0,0402). 
Ee oF 2,12 2.45 2.68 3,20 3.75 4,22 
a} Beob. 26,5 30,6 33.5 40.0 46.9 52.7 
a| Ber. . 26.5 30,4 33,7 40.0 47.0 52.8 
In Aceton: c 4.0020. [a] 10,56 /( A? 0,0435). 
es 2.17 2,54 2,79 3,31 3.91 4.36 
a] Beob. 27,1 5 34,9 41,4 48.9 54.5 
a) Ber. 27,3 3 34,8 41,5 45.6 54.5 
fic. 
2 Rupe u. Minter, Ann. 373, 124, 1910. 
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Z 6563 6162 5893 D461 5106 4861 4358 
In Benzol: c 4,0320. [a] = 8,42/(7? 0,0356). 
ee 1,71 1,97 2,19 2,60 3,02 3.34 - 
[a| Beob. 21,2 24,4 27,2 32,2 37,5 41.6 
[a] Ber. . 21,3 24,5 27,( 32,1 37,4 41.9 
In Schwefelkohlenstoff: c 10,5380. [a] = 10,58/(A? — 0.0434). 
Bs Sie 5,79 6,57 7,32 8,75 10,27 11,55 14.99 
[a] Beob. 27,5 31,4 34,7 41,5 48,7 54,8 71,1 
|a] Ber. . 27,3 31,4 34,8 41,5 48,7 54,8 72,2 


VII. ( 


Behandlung von 25g /-Naphthoéséiure und 75g ( 


)- Bornyl-B-naphthoat. 


Dieser Ester wurde 


bereitet durc! 
)-Borneol, genau wie 


oben bei der Darstellung des voranstehenden Esters beschrieben. Es wurden 


27 g Rohester erhalten (60°, der Theorie); 


nach viermaligem: Umkristal! 


sieren aus rektifiziertem Weingeist kristallisierte der reine Ester in glar 


zenden farblosen prismatischen Nadeln, F. 88 bis 89°. 
81,8°.. H .; 
7 


Cx Hy O2 


: Ber.: C 
gef.: C 


81,9%, H 





A 6563 6162 5893 D461 5106 4861 4358 
In Athylalkohol: ¢ 3.0000. [a] 11,35/( 7? 0,0207). 
eee ee 1,67 1,90 2,07 2,45 2,81 3,20 — 
[a] Beob. 27,8 31,7 34,5 40,8 46,8 53,3 - 
[a] Ber.. | 27,7 31,6 34.7 40,9 47,3 52.7 - 
In Aceton: c = 4,0060. [x] = 10,86/( 7? 0,0278). 
eee 2,18 2,47 2,71 3,23 3,72 418 _- 
[a] Beob. 27,2 30.8 33.8 40,3 46.4 52,2 — 
[a] Ber.. 27,0 30,9 34,0 40,2 46,4 52,1 — 
In Benzol: c 4.0108. [a] 11,76/( 2? 0,0128). 
ee 2,26 2,57 2.81 3,27 3,82 4,24 
[a] Beob. 28,2 32,0 35,1 40,8 47.6 52,9 - 
{a] Ber.. 28,2 32,1 35,2 41,2 47.4 52.6 ~ 


Die Rupe-Kriteria fiir die voranstehenden Ester sind in der folgende: 
Tabelle zusammengefaBt, ebenso die Dispersionskoeffizienten und dix 
Drude-Akermannschen Dispersionsparameter. 


Tabelle V. 





Ester 43 (D. A.) ho he P.R. D. q* 


(—)-Menthyl-formiat: 


Unver@@ant ..... 0,0241 0,1553 684 106 1,915 
In Athylalkohol., . . . 0,0216 0.1470 688 101 1,905 
ee ae 0,0232 0,1523 687 105 1,906 
ea ae er 0,0229 0.1513 685 104 1,909 

(x ]4n61 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





Ester 42 (D. A.) h x P.R.D q* 


)- Menthyl-acetat: 


Unverdimnt ..... 0,0241 0.1553 687 107 1,910 
In Athylalkohol . . . . 0,0246 0.1569 686 107 1.909 
eee 0.0236 0.1536 688 106 1,906 
eee a, 0,0226 0.1503 686 103 1,914 
ce GO)... . 0.0238 0.1545 684 106 1.914 
ch, t=Pf)... ..)] Bee 0.1480 686 101 1,910 
)-Menthyl-benzoat : 

In Athylalkohol. . . . 0,0333 0,1825 673 123 1,945 
Aceton ... oy. 0,0255 0.1597 682 109 1,922 
ee Ss es ar 0,0285 0,1687 678 114 1,933 
co ee eer 0,0301 0,1735 675 117 1.939 

)- Menthyl-x-naphthoat : 

Unverdiinnt ..... 0,0458 0,2141 649 139 2.019 

In Athylalkohol . . . . 0.0368 O1917 663 127 1.979 

ES a aoa Sw 2 00367 0,1917 664 127 1,970 

~~ — a : 0.0347 0.1863 665 124 1,964 
a=)... 0,0419 0,2046 654 134 2,093 
CS, (t _, ae 0,0401 0.2001 657 132 1,992 

(—)-Bornyl-x-naphthoat: 

In Athylalkohol . . . . 0,0402 0.2005 659 132 1,989 
Beste ow ke 0.0435 0.2086 669 136 2.911 
Ee ae 0,0356 0.1886 655 126 1,962 
, Ree ae 0.0434 0.2083 656 137 1,995 

{ )-Menthyl-8-naphthoat: 

In Athylalkohol . . ,. 0,0255 0.1595 680 109 1,933 
ee ee ee 0.0186 0.1365 694 95 1.885 
es rs 0.0321 0.1792 ‘668 120 1,960 

( )- Bornyl-3-naphthoat: 

In Athylalkohol . . . . 0.0207 0.1439 682 98 1,917 
ON dc Ge, da, 0,0278 0.1668 680 113 | 1,919 
ae 0,0128 0.1132 699 79 1,877 

La Jase 
| x les63 


B. a-Ke toester. 


Man darf in diesem Abschnitt nicht erwarten, daB die angefiihrten 
eingliedrigen Drude-Gleichungen wirklich die Gleichungen sind, die die 
Rotationsdispersion der in Frage stehenden Ester beherrschen. Von / 6563 
bis 4861 gelten sie ziemlich genau, aber bei Wellenlangen kiirzer als / 4861 
machen sich bedeutende Abweichungen von den eingliedrigen Gleichungen 
geltend, wie sie bei den nicht-Ketoestern in Abschnitt A nicht gefunden 
wurden. Dies bedeutet, daB eine mehrgliedrige Gleichung nétig ist, um die 
vollstandige Dispersionskurve darzustellen. In gewissen Fallen zeigt die 
angefiihrte Gleichung, die aus den beobachteten Daten berechnet ist, den 


im theoretischen Teil beschriebenen negativen Wert fiir 27 (siehe Ester VIII 


und X). 
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Bei den alkoholischen Lésungen dieser Ester lie® man die Mut, 
rotation ins Gleichgewicht kommen, bevor man die Rotationsdispersi 
bestimmte. 


VIII. (—)-Menthyl-«-naphthoyl-formiat. Es wurde eine Probe c 
von McKenzie und Ritchie! dargestellten Esters angewandt. 





a 6563 6162 5893 5461 5106 4861 4722 4587 4358 
In Chloroform: ec 16,0140. [x] = 8,03/( 2? 00,0396). 
ee 6,60 7,56 8,32 996 11,59 13,09 — 
{a| Beob. | 20,7 23,6 26,0 31.1 36,2 40.9 
ja] Ber . 206 24,6 26.1 31,0 36,3 40.8 —_ —_ 

In Athylalkohol: c = 1,3704*, ¢ = 21,1%. [x] = 6,18/(22 0,0160). 
co. 0.40 0.46 0.53 0.61 0.69 0.76 O81 O87 0,99 
|a] Beob. 14,6 16,8 19,3 22,2 25,2 27,7 296 31,7 | 328 
{a} Ber.. 149 17,0 18,7 21,9 25,3 28,1 29,9 31,8 35,6 

Dieselbe Lésung: t 40°. [a] 6,57 /( 7? 0,0195). 
W arian le 043° 050 0,56 0,66 0,74 0,82 | 0,86 0,94 0,96 
{a| Beob. 15,7 18,2 20,4 24,1 27,0 29,9 31,4 343 | 35.0 
{a] Ber.. 16,0 18,2 20,0 23,6 27,2 30,3 32,3 344 38,6 


In Benzol: c 4,0050. [x] 6,03 /(22, +. 0,0382). 
ee 104 1,14 1,26 1,41 1,61 1,80 


[a] Beob. 13,0 14,2 15,7 17,6 20,1 22,5 - 
fa] Ber.. | 12,9 14,4 15,7 17,9 20,2 22,0 
Dasselbe Lésungsmittel: c 10,0192. [a] 5,57/(22 + 0,0265). 
is, oat es 245 2,74 2,99 3,44 3,88 4,26 
[a] Beob. 12,2 13,7 14,9 17,2 { 19,4 21,3 - 
{a} Ber.. | 12,2 13,7 14,9 17,2 19,4 21,2 - 


In Aceton: ¢ = 3,0228. [a«] = 7,08/(/A? + 0,1848). 

eee 0,69 0,78 0,81 0,91 0,97 0.98 a 
ja] Beob. 11,1 12.9 13.4 15,1 16,0 16,2 - 
[a] Ber.. || 11,5 | 12,5 13,3 14,7 15,9 16,8 -— 

Dasselbe Lésungsmittel: ¢ = 10,0299. [x] =7,06/(A? + 0,2204). 
ee oe 215' 2,36 2,52 2,76 2,95 3,05 — 
[a] Beob. 10,7 11,8 12.6 13,8 14,8 15,2 — 
[a] Ber.. 108 (118 124 | 186 147 155 —_ - 

In Athylacetat: c 7,700, ¢ = 43°. 
ee-% ies 1,89; 1,98! 2,19 2.42 2,57 2,73 | 2,80 2,87 
[x] Beob. 12,3 12,9 14.2 15,7 16,7 17,7 18.2 18,6 
Dieselbe Lésung: t = 21,3°. 

a ae a 1.59 1,70 1,85 2,05 2.14 2.1 li ; 
[x] Beob. 10,3 11,0 12.0 13,3 13,9 14,1 14,0 | 134 12,7 


1 McKenzie u. Ritchie, diese Zeitschr. 231, 412, 1931. 

Die beobachteten Winkel waren bei den athylalkoholischen Lésungen 
sehr klein infolge der sehr geringen Loéslichkeit des Esters in diesem Lésungs 
mittel. 


* 
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its 
3j va 6563 6162 5803 D461 5106 4861 4722 458 4358 
Dieselbe Lésung t 1,5°. 
— 1,49 1.48 1,58 1,66 1,72 1,67 1,60 1.50 
de Beob 9.0 9.6 10.3 10.8 11.2 10.8 10.4 47 
In Schwe felkohle nsto}} . 4 11.8440, ¢ 21,4°. 
“ see 1,72 1.84 1,94 200 2.03 1.98 1,82 1,62 
os = « —- oO . . - = 
Beob. 1.3 Pe) 8,2 8.4 Sb 5.4 ivf HS 
Dieselbe Lésung: t 3,5°. 
=— 1,64 1,74 1,80 1,92 1,95 1,90 1,78 1.56 
Beob. 7,0 7.4 7.6 8,1 8.4 8,0 1,5 6.6 
IX. (—)-Bornyl-a-naphthoyl-formiat. Es wurde eine Probe des von 
on ecKenzie und Ritchie! dargestellten Esters verwandt. 
8 
6 a's 6563 6162 5ROS 5461 ri 4861 $358 
In Athylalkohol: ¢ = 3.0040. 0.0315). 
o6 atine 1,11 1,25 1,40 2.15 
9 x| Beob. 18.5 20.8 23.3 35.8 
6 Ber. . 18,3 21.0 23,2 35,8 
In Aceton: ¢ 4.0120, 0.0354). 
1,43 1.64 1.84 2.5% 2,84 
Beol 17.8 20.4 2.9 31.4 35.4 
Ber 17.9 20.6 22.7 26.9 31.4 35.3 — 
In Benzol: c 5,8504. [a] 6,22 /( 2? 0.0292). 
Bute a 1,81 2.07 2.30 2.69 $13 3,55 
Beob. 15.5 17,7 19,7 23,0 26.8 30.3 
ser. 15,5 17,7 19,7 25,1 26.9 30.0 
In Schwetelkohlenstoft: c 8.83000 2, 
be a 0,22 0.30 1.37 0.44 
x! Beob 6.7 9.1 11,2 13,3 — 
x| Ber. . 
X. (—)-Menthyl-anisoyl-formiat. Es wurde eine Probe ‘des von 
McKenzie und Ritchie® dargestellten Esters verwendet. 
A 6563 6162 5ROB 5461 5106 4861 $358 
In Chloroform :¢c 4.9600. [x] 14.39/( 72 0.0543). 
hae 3.85 4.36 4.83 5.81 6.92 7.89 
| Beob. 38.8 44.0 48.7 DS8.6 69,8 795 
x| Ber. . 38,2 44.2 49,1 59,0 69,7 79.0 — 
9D 
; l lie. 
2? Diese Lésung war zu dunkel gefarbt fiir Beobachtungen iiber / 5461 
hinaus. Es konnte nicht festgestellt werden, ob ein Maximum auftritt wie 
yen bei dem entsprechenden ( — )-Menthylester; doch war die spezifische Drehung 
gs in diesem Lésungsmittel wieder herabgesetzt. 


3 McKenzie u. Ritchie, diese Zeitschr. 250, 376, 1932. 
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A: 6563 6162 5893 5461 5106 4861 435 
In Athylalkohol: ¢ = 4,0000. [x] 12,11/(42 — 0,0338). 
ae 2,44 2,50 3,09 3,67 4,26 4,78 
[x] Beob. 30,5 35.0 38.6 45.9 53,2 59.8 
|x| Ber. . 30,5 35,0 38,6 45.8 53,4 a98 
In Aceton: ¢ 4,0160. [x] 11,41/( 2? 0.0402). 
eee 2,37 2,70 2,98 3,55 4,16 4,66 
|x] Beob. 29,5 33,6 37,1 44,2 51,8 58,0 
|x| Ber. . 29,2 33.6 37,2 442 51,9 58,2 
In Benzol: ¢ 4.0130. [a] 11,53 /( A? 0,0439). 
ae ee 2,42 2,75 3,04 3,61 4,27 4,82 
[x] Beob. 30,1 34,2 37,9 45,0 53,2 60,0 
|x| Ber. 29,8 34,4 38,0 45,4 53,2 60.0 
In Schwefelkohlenstoff: c 8.9096, ¢ 20°. [a] 9,29/(22 + 0,0072 
ee ee 3,75 4,28 4,70 5,46 6.15 6,77 8,10) 
|x] Beob. 21,0 24.0 26.4 30.6 34.5 38.0 45.5 
[x] Ber. . 21,2 24,0 26,2 30,4 34,6 38.0 47.) 
Dieselbe Lésung: t . fei 9.41/( 22 + O,O150). 
ee ae 3,79 4,24 4,62 5,36 6,08 6,69 
|x] Beob. 21.3 23.8 25,9 39,1 34,1 37.5 
[x] Ber. . 21,1 23,9 26,0 30,1 34,2 37,5 
XI. (—)-Menthyl-benzoyl-formiat. Es wurde eine Probe des vor 
McKenzie und Mitchell’ dargestellten Esters verwendet. 
A: 6563 6162 5893 5461 5106 4861 4358 
In Athylalkohol: ¢ 4,0200! [x] 14,46 /( 7? 0.0466). 
Rie. 6.9 3,01 3.59 3.88 164 5,42 6,12 
|] Beob. 37,4 43.5 48.3 57,7 67.4 76,1 
[a] Ber. . 37,7 43.4 48,1 57,5 67.6 76,3 
In Aceton: ¢ 8,4720. [a] 12,82 /( 2? 0.0316). 
oe oe 5,45 6,21 6,90 8,13 9.46 10,64 —- 
{a| Beob. 32,2 36,7 40,7 48,0 55,8 62,8 
ja] Ber. . 32,1 36,8 40,6 48,1 56,0 62.6 
In Benzol: c 8.4000. [a] 11,82/(2? 0.0440). 
ie ey 5.5 5,14 5,91 6,55 7,78 9,13 10,41 
|a] Beob. 30,6 35,2 39,0 46,3 54,4 62,0 
[a] Ber. . 30,6 35,2 39,0 46,5 54,5 61,5 
In Schwefelkohlenstoff: ¢ 7,3825, t 20°. [a] = 11,05/( A? 0,0307 
Oy Aya. 5 4,10 4,66 5,15 6,08 7,07 7,99 10,17 
[a] Beob. 27,8 31,6 34,9 41,2 47,9 54.1 68,9 
|a| Ber. . 27.6 31,7 34,9 413 48,1 58,7 69.4 
Dieselbe Lésung: t >. tel 11,37/( 2? 0,0285). 
Wig sad ae 4,20 4,76 5,26 6,21 7,20 8.14 
[x] Beob. 28,4 32,2 35,6 42.1 48.8 55.1 


[x] Ber.. 28,5 32.4 36,7 42.1 49,0 54,7 


1 McKenzie u. Mitchell, diese Zeitschr. 208, 456, 1929. 
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— XII. (+)-Bornyl-benzoyl-formiat. Es wurde eine Probe des von 
VeKenzie und Mitchell! dargestellten Esters verwendet. 















A: H563 6162 5893 5461 5106 4861 $358 
In Ath ylalkohol :c 8.0580. [x] 9.37 /( 72 0.0154). 
oe 3.64 4.15 4,54 5.34 6.15 6,89 
Beob. 22.6 25.7 28,2 33.1 38.3 42.7 
Ber. . 22.6 25.7 28,2 33.1 38,2 42.4 
Dasselbe Lésungsmittel: c 12,6020. [2] 9.09 (72 OTS). 
ee 5,58 6,96 8.17 9,40 10.55 
Beob. 22.1 27.6 52.4 37,3 41.9 
Ber. . 22.1 fe 32.6 37.6 41.5 
In Aceton: ¢ 12.6460, la] S87 | 22 0.0226). 
[2 chee 5,50 6,28 6.90 8.11 9.44 19.51 
10 Beob. 21,8 24.8 27.3 32.1 37,3 41.6 
5 x] Ber. . 21,7 24.5 27,3 32.1 37,3 41.5 
x 
; In Benzol: c 8.0615. x} 7.84 (7? 0.0120). 
pee 3.03 3.44 3.74 1.39 5,08 5.67 
Beob. 15.8 21,3 23.4 27.3 31.5 35,2 
x| Ber. . 18,7 21.3 23.4 27.4 1.5 34,9 
Dasselbe Lésungsmittel : c 12,1750. x 7,52 /( 2? O.O141). 
von ‘ae 4.39 5.01 5,49 6.43 741 8.26 _ 
Beob. 18,9 20.6 22.5 26,4 30.4 33.9 
x) Ber. . 18,0 20.6 22.6 26.5 30.5 33.8 - 
8 In Schwefelkohlenstoff: c 19,8190 ¢ 20°. x] 7,02 /( 4? O.01S5 
Aare 6,76 7,68 8,46 9,92 11.47 12.80 
«| Beob. 17,1 i9.4 21,3 25.0 28.9 32.3 
x| Ber. . 17,0 19.4 21,3 25.0 29.0 32,2 
Dieselbe Lésung: t 1°, [a] 7,09 /(A2 — 0,0172). 
ge 6.81 7.73 8.52 9.98 11,53 12.86 
Beob. 17,2 19.5 21.5 25,2 29.1 32.5 
_ x) Ber. . 17,1 19.6 21.5 25,2 29,1 32.4 
agi oe )- Menth yl-pyruvat. Dieser Ester wurde bereitet. wie von 
Ve Kenzie? beschrieben, der folgende Daten angibt: Kp. 131 bis 132°, 10 mun. 
PY 0.9852. [a]}}-° — 91,42°. Die vorliegende Probe war sorgfaltig im Vakuum 
fraktioniert, bis die optische Drehung konstant war; wir fanden: Kp. 137 
is 139°/19 mm, ”}) 1.4539 und eine etwas hohere Drehung: [x];) — 93,08° 
7 
17 A 6563 6162 5893 5461 5106 4861 4358 
y 
4 Unverdiinnt: d3° 0,9852, 1 0,5. [x] 28,63 /( 7? 0.0449). 
Peo 36,74 42.00 46.54 55.46 65,31 74.05 
x| Beob. 74.6 85,3 94.5 112.6 132.6 159.3 


x| Ber. . 74,2 85.5 94,7 113.1 132,7 149.6 


1 Mc Kenzie u. Mitchell, diese Zeitschr. 208, 471, 1929. 
2 McKenzie, J. Chem. Soc. London 87, 1373, 1905. 
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A: 6563 6162 DROS 461 5106 4861 4358 

In Aceton: ¢ 5,0875. [a] 27,65 /( 72 0,0467). 
ee are 7,37 8.41 9.35 11,16 13,15 14,87 
[x] Beob. 72,4 82.6 91,9 109.6 129,2 146.1 
[x] Ber. . 72,0 83,0 91.9 199.9 129,2 145.8 

In Benzol: c 5.4200. [a] 26,56 /( 7? 0,0502). 
ee 7,61 8,69 9,69 11,58 13,61 15,58 
[x] Beob. 70.2 80,2 89.4 1068 1256 143.7 
[x] Ber. . 69.8 80.6 89.4 1063 126,2 142.8 

In Ath ylalkohol : c 3,7704. [a] 25,21 /( A? 0.0316). 
a 4,77 5.46 6,92 7.10 8.39 9.33 
[x] Beob. 63,3 72.4 79,8 94,2 110.1 123,7 
[x] Ber. . 63,2 72.4 79,9 94.6 1191 123,2 
Dasselbe Lésungsmittel: ¢ = 33,9765. [a] = 26.36/(22 — 0.0295). 
ee 44.73 51,01 56,43 66,57 77,45 86,77 
[x] Beob. 65.8 75,1 83,0 98.0 114.0 127,7 
[x] Ber. . 65,8 75,1 83,0 98,0 114,90 127,5 
Dasselbe Lésungsmittel ; ¢ = 87,49, | = 0,5, t = 24,6°. [2] = 27,61/(22— 0.0434). 
ts tens 3 |) 39,62 47,26 62,68 
[x] Beob. 71.4 90,7 108,0 143,3 
[x] Ber. . 71,3 90,9 108,4 143,2 
(Die obigen Beobachtungen fiir ¢ 87.49 wurden so schnell wie moéglicl 


gemacht, wahrend die Lésung noch Mutarotation zeigte, ungefihr 40 bis 


50 Minuten nach dem ersten Kontakt von Lésungsmittel und Geléstem: es 


wurden nur vier Wellenlingen benutzt, um eine schnelle Beobachtung zu 
ermoglhichen. Die folgenden Beobachtungen wurden dann in der iiblichen 
Weise gemacht, d.h. nach eingestelltem Gleichgewicht.) 





PY. 6563 6162 5893 5461 5106 4861 $358 


Dieselbe Lésung: t = 39°. [a] = 26,91/( 7? 0.0391). 


ee 30,23 34,44 38,14 45,33 53,06 59,93 

‘(x] Beob. 69,1 78,7 87,2 103.6 121,3 137,0 

|x| Ber. . 68,8 79.0 87,3 103.9 121,5 136.5 _— 
Dieselbe Lésung: t 19,8°. [a] 27,79 /( 2? 0,0361). 

ee 30,92 35,29 39,04 46,20 54,08 61,02 

[x] Beob. 70,7 80,7 89,2 105.6 123.6 139.4 

|x| Ber. . 70,4 80.9 89,3 105,8 123,7 138,9 
Dieselbe Lésung: t 6,5°. [a] 28,18/( 72 0,0368). 

Wie « 31,34 - 39,67 47,00 _ 62,01 

[x] Beob. 71,6 -- 90,7 107,4 — 141,8 

|x] Ber. . 71,5 90,7 107,8 : 141,2 - 


In Methylalkohol: c = 35,5500. [a] 26,25 /( A? 0,0260). 





A: 6708 6563 6162 5893 5791 5461 
ae 44,22 46,23 52,65 58,09 60,24 68,44 
[x] Beob. 62,2 65,0 74,1 81,7 84,7 96,3 
[x] Ber. . 62,0 64,8 74,2 81,7 84,9 96.4 
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a: 5106 4861 4722 4587 4358 
es 79,49 88,91 94.95 101,67 114,98 
Beob. 111,58 125,0 133,5 143,0 161,7 
Ber. . 111,9 124,8 133,2 142.3 160,2 

A: 6708 6563 6162 5893 5461 5106 4861 4587 4358 


In Athylacetat: ¢ = 14,2880, t = 20°. [a] 28,19/( 2? 0.0415). 
— 19,83  20,74| 23,74 26,31 | 31,19, 36,71, 41,59| 48,52 55,87 
1] Beob. 69,4 72,6 | 83,2 92,1 1091 1285 1445 1698 195.5 
x| Ber. 69,1 72.4 | 83,3 | 92,1 109.7 1285 1446 166,6  189,7 
Dieselbe Lésung: t 1,5°. [a] 28,89/( A? 0,0441). 
20,49 21,45) 24,52 27,20 3249 38,07 43810 5041 57,70 
Beob. 71,7 75,1 | 85,8 95,2 1134 | 133,2 |150,8 1764 | 201,9 


* 

x| Ber.. | 71,38 | 74,7 | 86,1 95,3 113,7 | 13834 1504 1736 1981 
In Schwefelkohlenstoff: c 16,6408. [a] = 27,99/(A? — 0,0518). 

Ace 5 — 2469 28,34 3145 37,62 44,53 50,75) 59,88 70,26 

x| Beob. - 74.2 | 85,2 94,5 113,1 133,8 | 152.5 (1800 211,1 

x| Ber. . - 739 854 94,7 1136 1340 1514 1763 202.6 


Die Rupe-Kriteria fiir die obigen Keto-ester sind in der folgenden 
Tabelle zusammengefaBt, ebenso die Dispersionskoeffizienten und die 
Drude-Akermann schen Dispersionsparameter. 


Tabelle VI. 





Ester A? (D. A.) ho h P. R. D. q 


( )-Menthyl-pyruvat: 


Unverdiinnt. ..... 0,0449 0,2119 650 138 2,015 
ee bs «ee 0.0467 0.2160 650 140 2.018 
~~ oe 0,0502 0.2240 641 144 2,047 
ee ee ee 0.0518 0.2275 640 146 2.009 
, Athylacetat .... 0,0414 09,2035 654 133 2.005 

Methylalkohol . . . 0,0260 0,1613 681 110 1,923 
» CoH,OH (c Ss) . 0,0316 0,1779 670 119 . 1,956 
» CgH,OH (c = 33) . 0,0295 0,1718 675 116 1,940 
» CgH,OH (ec — 87) . 0,0361 0,1900 664 126 1,973 


(—)-Menthyl-benzoyl- 
formiat: 


In Athylalkohol. . .. 0.0466 0.2160 648 140 2.033 
eee ee 0.0316 0.1777 671 119 1.953 
eS ae 0.0440 0,2099 648 136 2,025 

i re ree 0,0307 0.1752 671 117 1,948 

(+)- Bornyl-benzoyl- 

formiat: 

In CoH, OH (e 8) . 0,0154 0,1240 691 86 1,889 

» CgH,OH (c = 12) . 0,0188 0.1369 691 95 1,891 

pA gad val % 0,0226 0.1505 686 103 1,908 
Benzol (c= 8). . 0,0120 0,1093 790 77 1,872 

¥: - is: 0.0141 0.1188 698 83 1,882 

» CS,. : 0,0185 0,1358 692 94 1,893 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 





Ester 42 (D. A.) h he P. R. D. q 


(—)-Menthyl-anisoyl- 
formiat: 


In Chloroform .... 0,0543 = 0,2330 639 149 2,049 

Athylalkohol es ere 0.0338 0.1838 668 125 1,96! 
a IS ie wg gt 0.0402 0,2004 664 133 1,966 
Sree 0,0439 0.2095 655 137 1,993 
» CSg (t= 20°). . . —0,0072 (imaginér) 734 (imaginar) 1,805 
, CS, (t= 1%)... '—00150! =, 753 f 1,765 


(—)-Menthyl- x-naphthoyl- 
formiat: 


In Chloroform .... 0,0396 01951 659 131 1,983 
» Athylalkohol. . . . 0,0160 0,1260 698 88 1,899 
» Aceton (c 3) . . —0,1848 (imaginar) 1097 (imaginar) 1,459 
‘s » (e¢=10). . || —0,2204 e 1163 a 1,418 
» Benzol (¢ 4). . —0,0382 ? 781 1,731 
” » (e=10). . ||—0,0265 ‘ 769 ‘ 1,739 


(—)-Bornyl - x - naphthoyl- 
formiat: 


In Athylalkohol. . . . 0,0315 01775 674 120 1,936 
Be. oa. wa! See 0.03854 0,1880 662 125 1,987 
Se one oe ee 0.0292 0,1707 671 115 1,961 


Versuch zur asymmetrischen Synthese aus einem Carboxyl-ester. 


Die Grignard-Reagenzien, dargestellt aus 9g (1'/, Mol) p-Brom 
toluol und 10g(1"/, Mol) p-Brom-anisol, wurden gemischt und langsam 
zu einer atherischen Lésung von 10 g (1 Mol) (—)-Bornyl-x-naphthoat 
zugesetzt. Das Gemisch blieb 4 Tage stehen, von Zeit zu Zeit wurcd: 
es gelinde erwarmt, insgesamt 20 Stunden; dann wurde es mit Eis 
und Salzsaure zerlegt. Das aus dem atherischen Auszug gewonnen 
gelbe Ol wurde 8 Stunden lang am RiickfluBkiihler mit 8 g Atzkali 
in 100 cem rektifiziertem Alkohol erhitzt. Dann wurde der Alkoho! 
verjagt und die alkalische Lésung zur Entfernung des Borneols 5 Stunden 
mit Wasserdampf destilliert. Der vollkommen geruchlose alkalische 
Riickstand wurde mit Ather extrahiert, der Auszug durch Schiitteln 
mit Kohle entfirbt und das hieraus gewonnene ©] (9,5 g) in athy 
alkoholischer Lésung untersucht: 


1=2, c= 26917, a? 


791 


0 


— 0,26°, [a], — 1" (ungefahr). 


Um uns zu versichern, daB diese Aktivitét nicht auf eine Spur 
Borneol zuriickzufiihren war oder auf unangegriffenen Ester, wurd: 
das Ganze wieder mit 8g Atzkali in 100 cem rektifiziertem Alkoh: 
unter RiickfluB erhitzt. Nach Entfernung des Alkohols und dreistiindige: 
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isserdampfdestillation wurde die farblose alkalische Lésung mit 


(ther extrahiert und das erhaltene Ol in athylalkoholischer Lésung 


tersucht: 
| 2 ¢€ 11,368, «72. —0,07°, [a]°2.. —0,3° (ungefahr). 


Man versuchte, das élige Gemisch der Carbinole aus verschiedenen 
Losungsmitteln zur Kristallisierung zu bringen, doch ohne jeden Erfolg. 
Die gleichzeitige Einwirkung von Phenylmagnesiumbromid und 
lolylmagnesiumbromid auf (—-)-Menthyl-z-naphthoat wurde gleich- 
falls in ahnlicher Weise untersucht, doch wurde in dem erhaltenen 
Produkt keine Aktivitat entdeckt. Eine sehr schwache Linksdyehung 
wurde in dem Produkt beobachtet, das man durch gleichzeitige Ein- 
wirkung von p-Tolyl- und p-Anisylmagnesiumbromid auf (—-)-Menthyl- 
benzoat erhielt. 


Wir méchten dem Carnegie-Trust fiir die Universitaten von Schottland 
inseren Dank aussprechen, der eine von uns ( Ritchie) fiir die Gewahrung 
nes Scholarship und der andere (Roger) fiir ein Carnegie Grant in aid of 


research. Wir méchten gleichfalls danken den Imperial Chemical Industries 


Limited fiir eine Spende, mit der ein Teil der Kosten dieser Untersuchung 
estritten wurde. 





Uber das optimale Mengenverhiltnis 
der a- und £-Diastase beim Verzuckern der Kartoffelstirke. 


Von 
W. Syniewski + und 8. Zieminski. 


(Aus dem Institut fiir chemische Technologie II. und technische Mik: 
biologie der Tecnischen Hochschule Lwéw. Polen.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1932.) 


Der eigentliche Zweck des Malzens ist die Gewinnung solcher 
diastatischer Enzyme im keimenden Korn, deren hauptsachlichst; 
Aufgabe darin besteht, die Uberfiihrung der Starke in Zucker zu bewerk. 
stelligen. Das nichtgekeimte Gerstenkorn zeigt, wenn man die aus ihm 
gewonnene Malzmenge in Betracht zieht, schon eine geniigend grol} 
diastatische Kraft, jedoch enthalt dasselbe nur eines der im Malz be- 
findlichen diastatischen Enzyme, und zwar die von Syniewski! s 
benannte «-Diastase. Dieses Enzym besitzt erstens die Fahigkeit 
die Starke in Zucker zu iiberfiihren, wobei es dieselbe nicht aufzulésen 
vermag, und zweitens wirkt es nur auf bereits aufgeléste Starke. Das 
zweite im Malz enthaltene diastatische Enzym, von Syniewski! B-Dia- 
stase genannt, ist befahigt, die Starke in Lésung zu bringen. Dieses 
Enzym entsteht erst wihrend des Keimens der Gerste und zwar in 
um so gréBerer Menge, je langer die Malzbereitung ausgedehnt wird 
Zur Verzuckerung der Starke wird somit die gemeinsame Wirkung 
beider im Malz befindlichen diastatischen x- und B-Enzyme unbedingt 
notwendig sein. Bei weiterer Fortfiihrung dieser Erwaigungen gelangt 
man zur SchluBfolgerung, daB bei der Starkeverzuckerung mittels 
dieser beiden diastatischen Enzyme ein gewisses optimales Mengen- 
verhaitnis zwischen der «- und f-Diastase herrschen muB, dessen Er- 
mittlung das Hauptziel der vorliegenden Arbeit bildete. AuBer dieser 
Verzuckerungsfahigkeit haben die obengenannten Enzyme einen be 
deutenden EinfluB auf den GarungsprozeB. Wahrend der mittels ces 
Malzens hervorgerufenen Starkeverzuckerung erleidet dieser anfangs 
sehr lebhaft verlaufende ProzeB eine fast vollkommene und plétzlich: 
Unterbrechung und zwar in dem Zeitpunkt, wo die verzuckerte Lésung 
eine Menge von 67°, wirklicher Maltose und 33°, Dextrinen aufweist > 


1 Syniewski, diese Zeitschr. 158, 95, 1925. 
2 Derselbe, A. 309, 324, 1902. 
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ich letztere die Fahigkeit besitzen, Fehlingsche Lésung zu reduzieren 
id hierdurch die Menge der sogenannten scheinbaren Maltose in der 
verzuckerten Lésung nachweisen. Eine solche Lésung wird in der 
Brennerei verzuckerte oder SiiBmaische genannt und wird in dieser 
prozentuellen Zusammensetzung durch Zusatz von Hefe der alkoholi- 
schen Gaérung unterworfen. Bei dieser alkoholischen Garung findet 
ein parallel, jedoch sehr langsam verlaufender Vorgang statt, welcher 
ine weitere Verzuckerung der darin enthaltenen Dextrine bewirkt; 
ware dies nicht der Fall, dann wiirden nur zwei Drittel der zu ver- 
arbeitenden Starke in Alkohol umgesetzt werden, wahrend ein Drittel 
unverandert und somit unausgenutzt zuriickbleiben wiirde. In der 
Praxis wird nun zwecks Ausnutzung der gesamten Starkemenge und 
moglichst vollstandigen (quantitativen) Uberfiihrung derselben in 
Zucker (Maltose) und weiter des Zuckers in Alkohol im ganzen Verlauf 
des 72stiindigen Géarungsprozesses besonderes Augenmerk auf die 
Erhaltung der tatigen diastatischen Enzyme, sowohl der «- als auch 
der f-Diastase, gerichtet. Die Untersuchung dieses interessanten 
Problems, welche tiber das Verhalten dieser diastatischen Enzymarten 
bei verschiedenen Mengenverhiltnissen bei der Fermentation ver- 
zuckerter Lésungen AufschluB geben sollte, wurde in der vorliegenden 
Arbeit auf experimentellem Wege durchgefiihrt. 


Praktischer, Teil. 


Da bei der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit Wert gelegt wurde 
auf eine Reihe vergleichbarer Versuchsergebnisse, wurden  samtliche 
Arbeitsbedingungen bei der Vorbereitung und Leitung der Einzelversuche 
standig gleich und unveranderlich gehalten. Es wurden also stets dieselben 
Priparate, GefiBe, Reagenzien, sowie auf gleiche Art und Weise her- 
gestellten Extrakte bei den einzelnen Versuchsanordnungen bei gleich- 
zeitig genauester Beachtung und Einhaltung der notwendigen Temperatur- 
verhaltnisse und anderer wichtiger Faktoren verwendet. 


Die Herstellung der Ausziige. 
Herstellung des x-diastatischen Gerstenauszuges. 

200 g gereinigter, geschroteter und mittels der -Waecker-Mihle ge- 
mahlener Gerste wurden mit 1000 ccm destillierten Wassers iibergossen und 
nach Hinzufiigung von l0cem 4°, iger Formaldehydlésung einer acht 
stiindigen Extrahierung unter standigem Mischen der Fliissigkeit unter- 
zogen. Nach der Extrahierung wurde der Auszug bis zur voélligen Klarheit 
filtriert und in einem Thermostaten bei 11°C aufbewahrt. 


Herstellung des $-diastatischen Auszuqges. 


Die Herstellung des Malzauszuges verlief ganz analog der oben ge- 
schilderten Vergang bei der Bereitung des Gerstenauszuges, jedoch mit dem 
Unterschied, daB zu diesem Zwecke 200 g gemahlenen Malzes mit 1000 cem 
Wasser unter Zusatz von 10 ccm 4° iger Formaldehydlésung extrahiert 
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und hierauf bis zur vélligen Klarheit filtriert wurden. Der so erhalt 
Auszug wurde dann auf Probiergliser von 50ccm Inhalt verteilt und 
zwecks Vernichtung der darin enthaltenen z-Diastase 1 Stunde auf di 
Wasserbad bei 68°C erhitzt. Die Zeitrechnung wurde erst mit der Te: 
peraturerhéhung auf 67,5°C (in der Fliissigkeit) aufgenommen, wol» 
wihrend des ganzen Vorganges die Temperaturschwankungen — 0,5 | 
ausmachten. Hierauf wurde der Auszug durch Einstellen in ein kalt 
Wasserbad abgekiihIt und bis zur vélligen Klarheit filtriert. Der auf dies 
Wege erhaltene Auszug ist fast vollkommen frei von der x-Diastase wid 
kann ohne Bedenken als ausschlieBlich f-diastatischer Auszug betrachtet 
werden. 
Herstellung der Starkelésung. 


Der aus 300 g Kartoffelstirke durch Hinzufiigung von 2000 cem Wasse; 
erhaltene Starkekleister wurde in einem Autoklaven bei einer Temperatu 
von 145°C 6 Stunden lang erhitzt. Die Starkelésung, die nach der A}, 
kithlung gew6hnlich eine Konzentration von etwa 14° Bllg. aufwies, wurd 
dann durch Hinzufiigen von Wasser auf eine Konzentration von 10 ¥ 
Trockensubstanz auf 100 cem Lésung verdiinnt. 


Die Verzuckerung. 

Vor Ausfiithrung der Verzuckerungsversuche wurde zuerst eine Mischung 
der «- und /-Diastase aus den vorher zubereiteten Ausziigen hergestellt 
Die Bestimmung der diastatischen Kraft wurde nach Syniewski! vor- 
genommen, wobei auf rechnerischem Wege das jeweilig fiir jeden Versuch 
in Betracht kommende Mengenverhialtnis zwischen der x- und /-Diastase 
festgestellt wurde. Das jeweilige Mengenverhaltnis in der hergestellten 
Diastasemischung wurde zur Kontrolle weiter noch auf experimentellen 
Wege durch Best:mmung der diastatischen Kraft festgestellt. Die bei de: 
Bestimmung der diastatischen Kraft auf experimentellem Wege erhaltenen 
Resultate stimmten in den zulassigen Fehlergrenzen mit den rechnerisch 
erhaltenen vollkommen iiberein. 


Versuch 1. 

Verzuckerung mittels eines Diastaseauszuges mit dem Verhaltnis 
«/B = 90/10. 

Die diastatische Kraft des «-diastatischen Extraktes betrug 80 ccm 
diastatische Ejinheiten. 

Die diastatische Kraft des /-diastatischen Extraktes betrug 30 cen 
diastatische Einheiten. 

Rechnerisch wurde festgestellt, daB zwecks Erhaltung eines Auszuges. 
welcher die beiden diastatischen Enzyme in dem Verhaltnis 90 «: 10) 
enthalten soll, man 56,25 cem des x-Auszuges und 16,66 cem des /-Auszuges 
nehmen und mit einem die diastatische Kraft unverandert  lassende: 
Medium auf 100 ccm auffiillen mu8. Hierzu wurden sterile, sogenannt: 
tote Ausziige verwendet, welche proportional zur Menge der Kubikzentimete: 
diastatischer Einheiten jedes einzelnen Enzyms hinzugefiigt wurde: 
(Unter toten bzw. sterilen Ausztigen verstehen wir Gersten- bzw. /-diasta- 
tische Ausziige, welche durch Erhitzen bis zum Sieden ihre diastatisch: 
Kraft verloren haben.) Im vorliegenden Faile wurden 2,7 cem sterile: 


1 Syniewski, diese Zeitschr. 158, 97, 1925. 
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Itene liastatischer Auszug und dann, zur Auffiillung auf 100 cem, steriler 
und , diastatischer Auszug zugefiigt. Die rechnerisch ermittelte diastatische 
ck Kraft betrug 50 cem Einheiten, die auf experimentellem Wege bestimmte 
er 5jcem Einheiten. In den Versuch wurde der auf experimentellem Wege 

wok erhaltene Wert eingeftihrt. 

5 

calt Verzuckerung und Gdrung. 


' 150 cem Starkelésung, deren Konzentration 10,12 g Trockensubstanz 
chtet auf 100cem Flissigkeit betrug, wurden mit 75 ccm dieser Mischung von 
und /#-Diastaseauszug (Verhaltnis 90:10, gleich 55 ccm Einheiten) 

behandelt, somit wurden zur Verzuckerung 4125 cem Ejinheiten verwendet. 

Die Starkelésung wurde nach genauem Vermischen mit dem Auszug in 


asse! einen Thermostaten, welcher genau auf 18°C eingestellt war. gestellt. 
ratur Zwecks Ermitthung der Farbenanderung mittels n/1000 Jodlésung wurde 
Ab je 15 Minuten eine Probe entnommen (i cem der verzuckerten Loésung 
urd 2cemn/1000) Jodlésung 5cem Wasser). Alle 30 Minuten wurde 
ly mittels Fehlingscher Lésung die Reduktionsfahigkeit bestimmt, wobei die 


Reduktionsfahigkeit des hinzugefiigten diastatischen Auszuges  beriick- 
sichtigt wurde. Zur Bestimmung der Reduktionsfahigkeit wurden 2 ccm 
ler verzuckerten Lésung entnommen und mit 25 cem Wasser und 50 cem 
Fehlingscher Lésung behandelt. 





ae Die Verzuckerung dauerte 165 Minuten, wahrend welcher Zeit die 
eae. vorhandene Starkemenge maximal in Maltose verwandelt wurde. Die auf 
‘such diese Art verzuckerte Lésung wurde in zwei gleiche Teile geteilt. Der eine 
ae Teil wurde zwecks Vernichtung der Diastase zum Sieden erhitzt, der andere 
Jlten Teil blieb unbehandelt. Dann wurden beide Proben gleichzeitig der alkoholi- 
len schen Gérung, welche durch Zusatz der Brennereibefe Rasse II hervor- 
i der gerufen wurde, unterworfen. Dig Thermostatentemperatur wurde standig 
ener auf 24° C gehalten. Nach 72stiindiger Garung wurde in beiden Proben durch 
risch Destillation die Alkoholmenge und vermitteis eines Pyknometers die 
Extraktmenge festgestellt. 
Zusammenfassung der Versuchsergebnisse. 
tnis Tabelle I. 
ecm Probe Verzuckerungszeit Colorimetrische sian beadlnef Malsecs" a 
Jodreaktion 
ect Nr. Min. < 
wes 1 15 blau 
10 2 30 blau 1.8140 53.76 
uges 3 45 blau mit violetter 
nder Nuance 
4 60 rot-violett 
owen 5 75 rot, schwache violette 
note! Nuance 
der 6 9) rot 2.4140 7154 
usta 7 105 rot 
sche 8 120 rotbraun 2.4140 71.54 
rile! 9 135 braun 
10 150 schwach braune 
Nuance 
11 165 farblos 
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Gdrungsergebnisse. 


a) Die nicht erhitzte Maische gab: 26,65 Gew.-°,, Alkohol, umgerech: 
auf Trockensubstanz. 


b) Die zum Sieden erhitzte Maische gab: 25,73 Gew.-°% Alkohol, w 
gerechnet auf Trockensubstanz. 


Versuch 2. 


Verzuckerung mittels eines Diastaseauszuges mit dem Verhalt: 
a: P = 80: 20. 


Vollkkommen analoge Durchfiihrung dieses Versuchs wie unter V: 


such 1. Die Versuchsbedingungen, sowie die Durchfiihrung dieses Versuchs 


wurden gleichmaéBig systematisch wiederholt. 


Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle II zusammengefaBt. 


Tabelle II. 





Umrechnung der Reduktions 


Probe Verzuckerungszeit Colorimetrische kraft auf Maltose 
Jodreaktion . ‘ 
Nr. Min. g 0 
1 15 blau 
2 30 blau mit violetter 1,7394 52.30 
Nuance 
$ 45 rot-violett 
4 60 rot 2,2719 68,30 
5 75 rotbraun 
6 90 schwach braun 2.4394 73,40 
7 105 farblos 
8 120 mn 2.4519 73,70 
9 135 
10 150 
11 165 . 


Gdrungsergebnisse. 


a) Die nicht erhitzte Maische gab: 18,73 Gew.-°, Alkohol, umgerechnet 


auf Trockensubstanz. 


b) Die zum Sieden erhitzte Maische gab: 13,94 Gew.-°,, Alkohol, un 
gerechnet auf Trockensubstanz. 


Versuch 3. 


Verzuckerung mittels eines Diastaseauszuges mit dem Verhialtnis 


a: P = 70: 30. 


Vollkommen analoge Durchfiihrung dieses Versuchs wie unter Ver- 
such 1. Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle III zusammengefaSt 
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Tabelle Ill. 








Umrechnung der Reduktions 


be Verzuckerungszeit Colorimetrische kraft auf Maltose 
Jodreaktion 

Nr Min e 

1 15 blau 

2 30 rot-violett 1.6819 50.60 
3 45 rotbraun 

4 60 schwach braun 2.2469 67,60 
D 75 farblos 

6 90 . 2.4619 74,07 
7 105 a 

8 120 

4 135 - 

10 150 a 2 4669 74.20 
11 165 


Gdaru nqserge bn 18se. 


a) Die nicht erhitzte Maische gab: 21,43 Gew.- Alkohol, umgerechnet 


auf Trockensubstanz. 
b) Die zum Sieden erhitzte Maische gab: 17.28 Gew.- Alkohol, um- 
gerechnet auf Trockensubstanz. 


Versuch 4. 


Verzuckerung mittels eines Diastaseauszuges mit dem Verhiltnis 
a: PB = 60: 40. 

Vollkommen analoge Durchfiihrung dieses Versuchs wie unter Ver- 
such 1. Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle IV zusammengestellt. 


Tabelle IV. 





Umrechnung der Reduktions- 





Probe Verzuckerungszeit Colorimetrische kraft auf Maltose 
Jodreaktion a . 

Nr Min g 
l 15 rot-violett 
2 30 rot mit brauner Nuance 1.3669 43,70 
3 45 schwach braun 

4 60 farblos 2.0644 66,00 
5 75 a 

6 90 ‘ 2.3044 73,60 
7 105 ‘s 
g 120 x 2 3369 74.70 
9 135 % 

10 150 = 

ll 165 9 


Gdrungsergebnisse. 


a) Die nicht erhitzte Maische gab: 34,32 Gew.- Alkohol, umgerechnet 
auf Trockensubstanz. 
b) Die zum Sieden erhitzte Maische gab: 29,84 Gew.- Alkohol, um- 


gerechnet auf Trockensubstanz. 
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Versuch 5. 
Verzuckerung mittels eines Diastaseauszuges mit dem Verhaltn 
a:/f 50: 5O. 
Vollkommen analoge Durchfiihrung dieses Versuchs wie in den vorhe: 


gehenden. Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle V zusammengefaBt 


Tabelle V. 





Umrechnung der Reduktions- 


Probe Verzuckerungszeit Colorimetrische keatt anf Maltose 
Jodreaktion snsihiiciahiakipin Riaetataiabaniagannanmenaiineiiats 

Nr. Miu. g 
1 15 rot-violett 
2 30 schwach braun 1,4911 46,30 
3 45 farblos 
4 60 8 2,1861 67,90 
5 75 & 
6 90 a 2.3536 73,18 
7 105 ce 
8 120 re 2,3736 73,80 
9 135 : 

10 150 ‘ 

11 165 


Gdrungsergebnisse, 


a) Die nicht erhitzte Maische gab: 40,62 Gew.-°,, Alkohol, umgerechnet 
auf Trockensubstanz. 
b) Die zum Sieden erhitzte Maische gab: 33,71 Gew.-°,, Alkohol, um- 


gerechnet auf Trockensubstanhz. 


Versuch 6. 
Verzuckerung mittels eines Diastaseauszuges mit dem Verhiltnis 
a: B = 40: 60. 
Analoge Versuchsdurchfiihrung wie im vorhergehenden. Die Versuchs- 
ergebnisse sind in der Tabelle VI zusammengefaBt. 


Tabelle VI. 





Umrechnung der Reduktions- 


Probe Verzuckerungszeit Colorimetrische kraft auf Maltose 
Jodreaktion —____— Se 
Nr Min. g 0'5 
1 15 rot 
2 30 sehr schwach braun 1,4090 45,10 
3 45 farblos 
4 60 ” 1.9666 63,00 
5 75 
6 90 - 2.1490 68,89 
7 105 - 
S 120 2.2290 71,40 


150 . 2,2640 72,50 
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Gdrungsergebnisse. 


Die nicht erhitzte Maische gab: 41.01 Gew.-°,, Alkohol, umgerechnet 
auf Trockensubstanz. 


\) Die zum Sieden erhitzte Maische gab: 32.42 Gew.- Alkohol, um- 
gerechnet auf Trockensubstanz. 


Versuch 7. 


Verzuckerung mittels eines Diastaseauszuges mit dem Verhiltnis 
3 30: 70. 


Vollkommen analoge Durchfiihrung dieses Versuchs wie im _ vorher- 
gehenden. Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle VII zusammen- 
gefaBt. 


Tabelle VII. 





Umrechnung der Reduktions 


Probe Verzuckerungszeit Colorimetrische kraft auf Maltose 
Jodreaktion 
Nr Min g 
1 15 schwach rot 
2 30 farblos 1,1452 38,20 
3 45 ss 
4 60 - 1,7052 56,90 
5 75 < 
6 90 if 1,8752 62,60 
7 105 - 
8 120 ” 2 0852 69.60 
] 135 » 
10 150 - 2,1102 70,40 
11 165 ‘ 
Gdrungsergebnisse. 
a) Die nicht erhitzte Maische gab: 40,62 Gew.-°,, Alkohol, umgerechnet 
auf Trockensubstanz. 
b) Die zum Sieden erhitzte Maische gab: 33,40 Gew.-°,, Alkohol, um- 


gerechnet auf Trockensubstanz. 


Versuch 8. 


Verzuckerung mittels eines Diastaseauszuges mit dem Verhialtnis 
a: p 20: 80. 


Vollkommen analoge Durchfiihrung dieses Versuchs wie im vorher- 
gehenden. Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle VIII zusammen- 
gestellt. 
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Tabelle VIII. 





Umrechnung der Reduktions 


Probe Verzuckerungszeit Colorimetrische kraft auf Maltose 
Jodreaktion 
Nr. Min. fg Vo 
1 15 ganz schwach rot 
2 30 farblos 0.9525 32,90 
3 45 - 
4 60 e 1,4450 49,90 
5 7D ha 
6 90 1,7350 60,00 
7 105 “ 
8 120 e 1,8200 62,90 
9 135 * 
10 150 ‘. 2.0500 70,90 
11 165 e 
Gdrungsergebnisse, 
a) Die nicht erhitzte Maische gab: 36,98 Gew.-°, Alkohol, umgerechnet 


auf Trockensubstanz. 


b) Die zum Sieden erhitzte Maische gab: 31,69 Gew.-°{, Alkohol, um- 
gerechnet auf Trockensubstanz. 


Bei Nachpriifung und Durchsicht der bei den einzelnen Mengen- 
verhaltnissen von «- und f-Diastase erzielten Versuchsergebnisse, sowie 
bei gleichzeitiger Beriicksichtigung der bei der kiirzesten Verzuckerungs- 
zeit erhaltenen scheinbaren Maltosemenge gelangen wir zur SchluB- 
folgerung, daB die im Versuch 2 (80 «: 20 8), im Versuch 3 (70 «: 30 6 
und im Versuch 4 (60 «: 40 8) verwendeten Diastasemischungen optimale 


Mengenverhiltnisse darstellen. Wenn wir diese drei Mischungen weiter 


auf ihre Wirkungen hin vergleichen, so miissen wir die im Versuch 3 
(70 «: 30 B) verwendete an die erste Stelle setzen, da dieselbe in kiirzerer 
Zeit — das ist in 90 Minuten — die gleiche Menge scheinbarer Maltose 
gab, wie wir sie im Versuch 4 (60 «: 40 8) nach 120 Minuten erreichen 
konnten. 


Im GéarungsprozeB erwiesen sich nachstehende Diastasemengen- 
verhaltnisse als die vorteilhaftesten: Versuch 5 (50 «: 508) und Ver- 
such 6 (40 «: 60 8). In den mittels dieser beiden Diastasemischungen 
verzuckerten, vor der Girung nicht erhitzten bzw. zum Sieden er- 
hitzten Lésungen, konnte die gréBte Menge von durch Fermentwirkung 
entstandenem Alkohol nachgewiesen werden. 
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Vergleichende 
Blutjoduntersuchungen bei trockener und feuchter Verasechung. 


Von 
Walter Mobius. 


(Aus der Medizinischen Universitatspoliklinik Bonn.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1932.) 


Von den in der Literatur angegebenen Methoden zur Bestimmung 
des Jodgehaltes des Blutes steht die von Fellenberg (1) angegebene 
der Verbreitung nach an erster Stelle. Weitaus die Mehrzahl aller 
derjenigen, die tiber den Jodgehalt des menschlichen Blutes gearbeitet 
haben, wandten diese schon klassisch gewordene Methode an. Nach- 
prifung derselben an tierischem und menschlichem Material durch 
Pfeiffer (2), Glimm und Isenbruch (3) u. a. haben jedoch ergeben, daB 
bei ihrer Anwendung nicht unbetrachtliche Jodverluste eintreten, .so 
daB die mit der Fellenbergschen Methode gefundenen Werte als zu 
gering anzusehen sind. 


Der Mangel der Methode ist begriindet in der Art der Aufarbeitung 
des Materials. Da die Verbrennung in offenen Eisenschalen vorgenommen 
wird, kénnen auf der einen Seite dadurch Jodverluste eintreten, daB die 
Eisenschale zu stark erhitzt wird, und auf der anderen Seite dadurch, dai 
bei nicht geniigender Warmezufuhr sich innerhalb der entstandenén Kohlen- 
partikelchen noch unverbranntes organisches Material befindet, aus dem 
sich das Jod dann nicht extrahieren 1l48t. Unsere Erfahrungen mit dem 
Fellenbergschen Verfahren stimmen mit denen von Glimm und Isenburg (3) 
vollkommen iiberein. Fellenberg (4) selbst versucht jetzt einen Jodverlust 
dadurch zu vermeiden, daB er einen Teil des Arbeitsganges in einem ge- 
schlossenen Rohr vornimmt. Es ist daher leicht einzusehen, daB alle die- 
jenigen Methoden dem urspriinglichen Verfahren iiberlegen sind, die in 
einem geschlossenen System arbeiten und bei denen die Aufarbeitung der 
organischen Substanz eine ganz andere ist [Schwaibold und Harder (5), 
Pfeiffer (6)]. Die von Pfeiffer, l.c., angegebene saure Jodbestimmungs- 
methode erschien uns zur Durchfiihrung unserer Versuche am zweck- 
maBigsten, da sie die oben geschilderten Bedingungen erfiillt und die hierzu 
nétige Apparatur verhaltnismaBig einfach zu handhaben ist. Die Veraschung 
geschieht auf nassem Wege durch Schwefelsiure und Perhydrol. Nach 
Beendigung derselben befindet sich alles Jod in Form von Kaliumjodid 








276 W. Mobius: 


in den beiden Kaliumcarbonat enthaltenden Vorlagen und in dem dara: 
angeschlossenen Absorptionsrohr. Durch Extraktion mit Alkohol Jab 
sich das KJ leicht isolieren und colorimetrisch [Veil und Sturm (7)] od: 
nach Oxydation zu Jodsiéure titrimetrisch mit Natriumthiosulfat —b: 
stimmen. Die von Glimm und Isenbruch (3) sowie von Hillgruber (8) an 
gegebenen Methoden sind nur geringfiigige Modifikationen des P/eiffersche: 
Verfahrens, zu denen Pfeiffer (9) (10) selbst schon Stellung genommen hat 


Wir haben unsere Untersuchungen sowohl nach der Pfeiffersche: 
wie nach der Fellenbergschen Methode durchgefiihrt und méchten 
dariiber kurz berichten. 

Tabelle I. 


Vergleichende Untersuchungen des Gesamtblutes auf Jod nach Pfeiffer und 
Fellenberg. 





Jodgehalt des Ge- 


Name Alter Diagnose _ i. a y-%/9 Pp 
Pfeiffer Fellenberg 

He. Ma. 2 .. || 20 z. B. Lunge 110/80 18 8,5 2,11 

Win. El. 2. . 30 | Hydroa vaccini-formis | 125/80 21 9,5 2,21 

Lu. An. 2 . || 55 Lumbago 127/75 21 11,0 1,9 

Ha: id.2 ..| & Alte Tbe. pulm. 130/80 32 10,0 3,2 
| postoperative Adha- 

He. So. 2, . . 384) sionen nach Total- 120/75 17 8,8 1,93 

exstirpationd. Uterus 

Schm. Th. 2. 19 gesund 120/80 26 11,0 2,36 

Bro. Mar. 2 . | 32 Tbe. pulm. 125/80 26 12,0 2,16 

re DS ..1 BD Lues latens 120/80 20 11,2 1,87 

Sé. Ew. c' . . || 36 Bronchitis 120/80 30 11,5 2.60 

Sch. The. @ . . | 45{| Taromboee der Vena |} 19579 || 19 | 10,5 | 1,80 
\ centr. retinae | 

End. He.o' . . || 54 Neurasthenie 120/75 22 7,8 2,82 


In Tabelle I sind elf Falle aus einer gréBeren Versuchsreihe zu- 
sammengestellt. Es wurde der Jodgehalt des Gesamtblutes in Mengen 
von 25 ccm nach beiden Verfahren untersucht. Wie die Tabelle I zeigt. 
bewegen sich die nach Fellenberg untersuchten Werte innerhalb der in 
der Literatur festgelegten Grenzen zwischen 8 und 12 y-%. Die nach 
Pfeiffer untersuchten Werte liegen regelmaBig héher. Um ein ein- 
faches MaB fiir den Unterschied der nach Pfeiffer einerseits und nach 
Fellenberg andererseits gefundenen Werte zu haben, ist der Quotient P/F 
eingefiihrt, wobei P die nach Pfeiffer, F die nach Fellenberg bestimmten 
Werte bedeuten. Der Quotient schwankt um den Wert 2 herum. Er 
ist jedoch durchaus nicht konstant und erreicht in einem Falle den 
Wert 3,2. Es geht daraus hervor, daB die Verluste bei Anwendung 
des Fellenbergschen Verfahrens ungefaihr die Halfte des Jodgehaltes 
des Gesamtblutes betragen. Da der Quotient immerhin zwischen 1,8 
und 3,2 schwankt, ist es nicht angingig, die nach Fellenberg bestimmten 
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erte einfach durch einen Korrekturfaktor auf den reellen Wert um- 
zurechnen. 
Tabelle II. 
Vergleichende Untersuchungen des Blutserums auf Jod nach Pfeiffer und 
Fellenberg bei Kranken mit essentieller Hypertonie. 





Jodgehalt des Blutserums 


Name Alter p. Nie in y-°/9 nach . 
Pfeiffer= P.  Fellenberg = I 

Gr. Ver. 2. ... 69 195/100 50 24 2,08 
Le = Zr 64 240/110 42 32 1,31 
hk ee 71 215/110 43 31 1,38 
Muh. Ma.Q@ ... 50 240/145 57 33 1,72 
Po ee 68 170/90 38 24 1,58 
Herb. Hub. Q . . 57 210/95 47 28 1,67 
oe re 58 160/105 46 24 1,91 
SS oo or 37 240/105 58 33 1,75 
Ger. TV. Os ss 69 185/80 42 21 2,0 

J) ee 50 210/100 43 20 2,15 
2. 71 190/90 55 23 2,39 
Kuf. Kath, QQ. . 53 205/120 62 20 3,1 

lim: Hat. 2... 67 170/80 34 18 1,88 
oe 57 185/95 63 42 1,5 

Scho: 2.2. . ss 58 195/100 80 53 1,5 

Schm. Ma. 2... 58 170/90 46 21 2,19 
Schm. Marg. 2. . 59 195/100 53 21 2,52 
Pr. He. woe 62 190/110 62 32 1,93 


In einer zweiten Tabelle ist das bei Aderlissen, die bei Patienten 
mit essentieller Hypertonie gemacht wurcen, gewonnene Blutserum 
(25cem) auf seinen Gesamtjodgehalt untersucht worden. Ausweislich 
der Tabelle liegen auch hier die nach Pfeiffer bestimmten Werte wiederum 
wesentlich iiber den nach Fellenberg gefundenen Werten. Der 
Quotient P/F schwankt zwischen 1,31 und 3,1. Auffallig ist jedoch, 
daB auch die nach Fellenberg bestimmten Werte zwei- bis dreimal so 
hoch sind wie die sonst nach dieser Methode ermittelten Zahlen. Die 
Ursache dieser Erscheinung konnten wir bisher nicht aufklaren. 


Eine medikamentése Jodzufuhr glauben wir ausschlieBen zu kénnen, 
da nur das Blut von solchen Patienten untersucht wurde, bei denen ent weder 
nie eine therapeutische Behandlung mit jodhaltigen Medikamenten statt- 
gefunden hatte, oder dieselbe doch schon um mindestens '/, Jahr zuriicklag. 
Es ist jedoch im Einzelfalle nicht leicht, mit Sicherheit eine Jodzufiihrung 
auszuschlieBen. So fanden wir bei einem Patienten, der mit aller Bestimmt- 
heit angab, seit langer Zeit keine Medikamente eingenommen zu haben, 
einen Blutjodgehalt von 1200 y-°,. Es handelt sich um einen 62jahrigen 
Herrn mit leichtem Diabetes. Zur Zeit der Untersuchung hatte er 178 mg-”,, 
Blutzucker. Der Reststickstoff betrug 25,2 mg-°,,.. Nach kurzer, rein 
diitetischer Behandlung wurde Aglykosurie erzielt. Auf nochmaliges 
Befragen nach seiner genauen Lebensweise erklarte er uns, mehrmals 
tiglich eine Messerspitze eines ,,Gesundheitsalzes** zu nehmen. Wir haben 
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dieses Salz einer Analyse unterzogen und fanden eine Jodmenge, die 51 
KJ in 1000 g Salz entspricht. Des weiteren ist daran zu denken, ob di 


Patienten nicht kiinstlich jodierte Nahrungsmittel genieBen. Es si 
sogenannte ,,Jodeier’’ im Handel. Diese stammen von Hennen, den 
mit der Nahrung eine bestimmte Jodmenge zugefiihrt wurde. Wir hatten 


Gelegenheit, einige Jodeier zu analysieren und fanden in 20 g Eigelb 72 bis 


95 y Jod gegeniiber 13 bis 19 y Jod in 20 g Eigelb von gewohnlichen Eier 

Bevor nicht mit aller Sicherheit ausgeschlossen werden kan: 
daB es sich bei den Patienten mit essentieller Hypertonie um Nac! 
wirkungen friiherer Jodmedikation handelt, muB es dahingestellt 
bleiben, ob diesem Befunde (Hyperjodamie) eine besondere pathologisch- 
physiologische Bedeutung zukommt. Die wesentliche Aufgabe diese 
Mitteilung ist es, auf die Unzuverliassigkeit der Jodbestimmungs- 
methoden hinzuweisen, bei denen die Veraschung auf trockenem Wege 
in offenen GefaBen vorgenommen wird. 


Literatur. 
1) v. Fellenberg, diese Zeitschr. 139, 371, 1923. 2) Pfeiffer, ebenda 
195, 128, 1928. 3) Glimm u. Isenbruch, ebenda 207, 368, 1928. 
4) v. Fellenberg, zitiert nach Pfeiffer, ebenda 201, 298, 1928. 5) Schwaibold 


u. Harder, ebenda 240, 441, 1931. 6) Pfeiffer, ebenda 215, 126, 1929; 
228, 146, 1930; 241, 280, 1931. 7) Veil u. Sturm, Deutsch. Arch. f. klin. 
Med. 147, 166, 1925. 8) K. Hillgruber, Klin. Wochenschr. 1930, Nr. 50, 


S. 2353. 9) Pfeiffer, diese Zeitschr. 210, 232, 1929. 10) Derselbe, Klin 
Wochenschr. 1931, Nr. 2, 8. 63. 
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IX. Mitteilung: 


Stirke und verschiedene Eiweibkérper. 
Von 
St. Bartuszek. 
Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 
(Eingegangen am 20. Juli 1932.) 


Text. 


Mit 2 Abbildungen im 


Nachdem in den vorherigen Mitteilungen! die Bindung zwischen 
Ovalbumin und verschiedenen Polysacchariden untersucht war, 
beabsichtigten wir in dieser Arbeit die Bindung der Starke mit Casein 
und Globulin zu analysieren, um den Einflu®B der Natur des in Bindung 
tretenden EiweifBes kennenzulernen. 


Methodik. 


Casein wurde als Poulenc- oder Merck-Praparat angewandt. Die 
(slobuline wurden im hiesigen Institut aus Serum mittels Dialyse erhalten. 

Die Versuche wurden in folgender Weise ausgefiihrt. In eine Serie 
von Erlenmeyer-Kolben wurde EiweiB (Casein oder Globulin in Substanz. 
Albumin als eine 3- oder 5 '(ige Lésung) eingefiihrt. Teilweise waren die 
Systeme vor den Versuchen durch Erhitzen denaturiert. Das pa wurde 
durch n/10 HCl oder NaOH auf die gewiinschte Wasserstoffionenkonzen- 
tration gebracht. 

Zu dem System wurden Salzlésung oder Wasser und Starke zugesetzt 
ind dann geschiittelt. (Uber die Starkebereitung siehe v. Przylecki und 
Vajmin)?. 

Die Lésung wurde dann abgetrennt und in ihr die gebliebene Starke- 
menge nach Hydrolyse mit HCl bestimmt. Die Korrektur fiir die redu- 
zierenden Substanzen. die vom Eiweif herstammten. war gering. Sie wurde 
immer beriicksichtigt. Die Versuche mit dem Casein bei px im alkalischen 
Bereich, wo die Occlusion untersucht war. haben wir wie folgt ausgefiihrt. 
2g Casein wurden bei pu 9 bis 10 in 15 cem H,O 3cem n NaOH gelost. 
Nach 10 bis 15 Minuten wurde Starkelésung und nach weiteren 15 Minuten 
leem n HCl, um py 7.5 zu erhalten, zugesetzt und dann 2 ccm 1.6 mol. 
CaCl, zugegeben. 


1 vw. Przylecki u. Majmin, diese Zeitschr. 240, 98, 1931; v. Przytecki 
u. Grynberg, ebenda 248, 16, 1932. 
* ic. 
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Ergebnisse. 
1. Casein. bo 
oe : ; CaCl 
1. EinfluB vom py. Es wurden Casein Merck und Poulenc untersuc! suge 
Systeme, die 2 g Casein + 20ccem H,O + 0,7 cem n/10 HCl (px 3,3) oder ei 
0,5 cem n/10 NaOH (px 4,87) oder 15cem H,O + 3cemn NaOH + 1 ce: “— 
n HCl + 2cem 1,6 mol. CaCl, {pu 5,5) enthielten, wurden mit 30 cc 
1° ,iger Starkelésung 4 Stunden geschiittelt. Die Systeme wurden filtriert r 
und die in der Lésung restierende Starke bestimmt. es 7 
Die gebundene Menge ist bei pu 3,3 und 4,87 gleich und betragt 35 der } 
der anwesenden Menge, bei px 8 ist sie viel gréBer 70°... Auf 1 g Casein wore 
werden 50 oder 100 mg Starke gebunden (Tabelle I). Die gréBere Bindung Elek 
bei alkalischem Milieu hangt teilweise von der VergréBerung der Oberflach: 
des Caseins ab. 
Tabelle I. 
Caseinbindung. Abhangigkeit vom py. Mittelwerte aus vier Bestimmungen, —_— 
Gebundene Menge in °/, der Anfangskonzentratior PH 
Caseinsorte Pu aioe = 
Grenzwerte Mittelwert 
ee a ae 3,3 33,7 37,2 35 3.3 
ee 4,87 34,5 35.5 35 
eG eke 8,0 69,0—71,2 70 
2. EinfluB der Elekirolyte. Die Versuche zur Priifung der Elektrolyt- 
wirkung bei pu 3,3 wurden in folgender Weise ausgefiihrt: 2 g Casein 
+ 20cem H,O + 0,7 n/10 HCl + 30cem 1° ig. Starke oder 2g Casein 4.87 


+ licem H,0 + 5cem 0,5 mol. CaCl, oder 17,5cem H,O + 2,5 cen 
10° ig. NagSO, und Starke wurden 4 Stunden geschiittelt. Die erhaltenen 
Resultate zeigen, daB die gebundene Stirke von der anwesenden Na,S O,- 
Menge unabhangig ist. CaCl, bewirkt Hagegen eine VergréBerung der ge- 
bundenen Starkemenge (von 34,5°., auf 48°, also um 28°). Bei px 4,8 e 
sind die Elektrolyte ohne EinfluB auf die Bindung (Tabelle II). Bei px 8,0 (,09 
vermindert das CaCl, die gebundene Menge (von 70 auf < 50°). In diesem 

Falle erniedrigt jedoch das CaCl, das pu auf 6,5. 


Tabelle II. 


Caseinbindung. Salzwirkung. 





Gebundene Menge 





Pu Elektrolytkonzentration santana — 
Grenzwerte Mittelwert 
3,3 0 34,0346 | 34,5 
3,3 0,050 mol. CaCl, 48.0 482 48,0 
0,036 mol. NagSO, 33,2 35,8 34,5 
4,87 0 34,5 35,5 35 
4,87 0,025 mol. MgCl, 33,8 35,5 35 
4,87 0,05 mol. Mg Cl, 32,8 36,0 35 
7,5—8,0 0 69,0—71,2 70 
7,5—8,0 0,05 mol. CaCl, 64,3—65,0 64.6 100 ¢ 


6,5 0,15 mol. CaCl, | 46,2—48.3 46,8 von 
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3. BinjluB der Verdiinnung. Das Volumen wurde durch H,O-Zusatz 
verschiedenem Grade vergr6Bert. Zu den Ausgangssystemen mit H,O, 
CaCl, oder Na,SO, wurden nach vierstiindigem Schiitteln 250 cem H,O 
zugesetzt und nochmals 4 Stunden geschiittelt. In allen Fallen wurde 
bei pa = 3,3 festgestellt, daB die gebundene Menge vermindert war. (Von 
35 auf 21°,, also um 40°.) 

Ahnliche Untersuchungen wurden bei pu 4,87 ausgefiihrt. In diesem 
Falle haben wir aber keine Elektrolyte zugesetzt, es wurde nur die Menge 
des Wassers geindert. Auch bei diesem px beobachteten wir einen Abfall 
der Bindung bei Wasserzusatz (Tabelle III und Abb. 1). Ahnliche Resultate 
wurden auch im alkalischen Bereich erhalten. Die Versuche wurden bei 
Elektrolytab- und -anwesenheit ausgefiihrt. 


Tabelle I1I. 


Caseinbindung. Abhangigkeit von der Verdiinnung. 





Gebundene Menge 
wanes Differenz 


PH 


Grenzwerte — 
33 1. 2g Casein + 20cem H,O + HCl + Starke 35 35 
2. wie 1 + 250 cem H, 0 nach 4stiind.Schitteln 21,1—22,1 21,5 42 
3. wie 1 mit MgCl, oder CaCl, 48 45 
4. wie 3 + 250 cem H, O nach 4stiind.Schiitteln = 29,7—31,6 30 36 
5. wie 1 mit NagSO, 33,2—35,8 34,5 
6. wie 5 + 250 cem Hy O nach 4stiind. Schiitteln 20,1—22,3 21 43 
487 1. 2¢Casein+ 20cem HJO+NaOH + Starke 33,4—35,8 35 
2. wie 1 + 50 ccm H,0 nach 4 stiind. Schiitteln 28,6—29,5 29 17 
3. wie 1 + 290 cem Hy O nach 4stiind.Schiitteln 23,0—25,8 24 31 
4. wie 1 + 250 cem H,O naca 4stiind.Schiitteln 20,7—21,9 21 40 
5. wie 1 + 450 cem Hy, O nach 4stiind.Schitteln 16,4—17,7 17 51 
765 1. 2g Casein + 20cem H,O + Na OH+Starke 70 70 
2. wie 1 + 100 cem Hy 0 nach 4stiind.Schiitteln | 48,7—52,4 50 28,6 
3. wie 1 + CaCl, (0,05 mol. Endlésung) 64,6 64,6 
4. wie3 + 100cem H, 0 nach 4stiind.Schitteln 44,.2—49,1 46,8 27.4 
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Bei px 7,65, wo keine Salze zugesetzt waren, und wo das System durch 


100 cem H,O verdiinnt war, konstatierten wir einen Abfall der Bindung 
von 70 auf 50°, d.i. um 28,6°). In denjenigen, wo von Anfang an CaCl, 


19* 
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zugesetzt war und dann 100 ccm H,O zugegeben wurde, wurde ein Abf 
der Bindung von 64.6 auf 46,8°.,, also um 27,4°,,. beobachtet. 

In allen bis jetzt beschriebenen Versuchen wurde die Starke zu koag 
liertem Casein zugesetzt. Es interessierte uns jetzt, ob die Entbinduny 
durch Wasserzusatz auch da erfolgt, wo die Starke zu geléstem Casein 
zugesetzt war, und wo die Koagulation des Caseins in Staérkeanwesenhe't 
erfolgte. Zu diesem Zwecke wurden Versuche in alkalischen Lésungen au 
gefiihrt. Das Casein wurde durch NaOH gelést, dann die Starke zugesetzt 
und stark geschiittelt. Nach 10 bis 15 Minuten wurden HCl und Ca‘ 


zugesetzt. Es erfolgte eine starke Caseinkoagulation. Das Koagulat band 


44°, der anwesenden Starke. Die Systeme erhielten verschiedene Mengen 
von H,O mit CaCl,, um die Konzentration dieses Salzes nicht zu verandern. 
Wir beobachteten, daB hier eine viel kleinere Entbindung erfolgt. Die 
gebundene Starkemenge war in der Kontrolle 132 mg, dort wo 100 cen 
H,O mit CaCl, zugesetzt waren, 122 mg, und wo 250 cem H,O zugegeben 
wurden, 107 mg (Tabelle IV). Die Differenzen betragen bei 100 cem Zusatz 
15,1% 

In einem anderen Versuch konstatierten wir nach Zusatz von 
100 cem H,O eine Entbindung von 27,4°,, da wo die Starke nach Casein- 
koagulation zugesetzt wurde, und von 9°,, wenn die Starke der Casein 
losung einverleibt war. 


und nach 250 cem 19,2 °,. 


Tabelle 1V. 


Caseinbindung. Occlusion der Starke. 





Gebundene Menge 
in mg Starke 


Ohne Verdiinnung . 132 
Nach Verdiinnung mit 100cem H,O . a3 By , 112 
Nach Verdiinnung mit 250cem HgO .... . . ” 107 


Il. Globulin. 


1. EinfluB vom pa. Zu 1g durch achtminutiges Erhitzen geronnenen 
Globulins + 10cem H,O wurde HCl oder NaOH, um px 3,3, 4.97 und 6.4 
zu erhalten, zugesetzt, dann wurden 1l5cem 1° ig. Starke eingefiihrt und 
4 Stunden geschiittelt. Die Bindung ist bei px 3,3 und 4,97 sehr gro! 
Mehr als 75°, der anwesenden Starke werden gebunden. Bei pu 6.9 wurde 
jedoch keine Bindung nachgewiesen, obwohl das Globulin als Koagulum 
im suspendierten Zustande vorlag (Tabelle V und Abb. 2). 


Tabelle V. 


Globulinbindung. EinfluB von pa und CaCl. 





mit CaCl» 


Gebundene Menge in °/; 





Pu ohne CaCl, 

Grenzwerte Mittelwert Grenzwerte Mittelwert 
8.8 78,5—792 79 42.4—53.5 50 
4,97 74,.5—75.3 75 43,0—44,4 44 


6,9 0 0 44,9—46,8 46 
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2. EinfluB der Elektrolyte. Es wurde bei allen px so viel CaCl, (als 
0,5 mol. Lésung) eingefiihrt, um eine m/10 Endlésung zu erhalten. Es 
wurde bei pu 3,3 und 5,0 eine Verminderung der Bindung durch Elektrolyte 
festgestellt, und zwar von 79 auf 50°, bei px 3,3, und von 75 auf 44°), bei 
pa 4,97. Bei pa 6,9 wurde jedoch ein groBer Unterschied durch CaCl,- 
Zugabe beobachtet, und zwar zeigten die Systeme, die bei Salzabwesenheit 
keine Bindungsfahigkeit aufwiesen, eine starke Bindungsfahigkeit. Bei 
m/l0 CaCl, ist die gebundene Starkemenge vom px ganz unabhangig 
Tabelle V, Abb. 2). 
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3. EinjluB der Verdiinnung. Es wurden bei CaCl,-Anwesenheit die 
Systeme: Kontrolle und Kontrolle + 125 ccm H,O untersucht. Es konnte 
keine Anderung der gebundenen Menge nachgewiesen werden. Die ge- 
bundene Menge ist von der Konzentration der in der Lésung verbleibenden 
Starke unabhangig (Tabelle VI). 


Tabelle VI. 
Globulinbindung bei CaCl,-Anwesenheit, in den Systemen, die mit 200 cem 
, } 
H,O nach 4Stunden Schiitteln verdiinnt waren und dann  nochmals 
4 Stunden geschiittelt wurden. 





Gebundene Menge in ° » 


Pu — 

Grenzwerte Mittelwert 
3,3 43,4 52,8 50,3 
4,97 40,0—43,1 41 
6.9 44,8—47,2 46 


III. Ovalbumin. 


Es wurden bei px 3,3 einige Versuche ausgefiihrt, um zu zeigen, welche 
Wirkung bei verschiedenen Salzkonzentrationen das Verdiinnen der Systeme 
mit H,O auf die Bindungsfahigkeit des Ovalbumins ausibt. 

30 cem 5°,ig. Ovalbumins wurden koaguliert, abgekiihlt und 30 cem 
Starke (1°,) zugesetzt. Die Systeme erhielten verschiedene Na ,SO,- 
Mengen und wurden geschiittelt. Nach 4 Stunden wurden einem Teil der 
Systeme 250 cem H,O zugesetzt und nochmals geschiittelt wie die Kontrolle. 


Die Kontrollen und die verdiinnten Systeme zeigten verschiedene 
Bindungsfahigkeit, je nach der zugesetzten Salzmenge. (Tabelle VII.) 
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Tabelle VII. 


Ovalbuminbindung bei px 3,3. EinfluB der Verdiinnung bei verschiedene; 
Salzkonzentration. 





Gebundene Menge in °', 





ohne Elektrolyte | 0,005 °/9 NagSOq | 0,05 %/9 NagSO, | 0,25 %/p Nag Sv, 


Ohne Verdiinnung (14,0—15,8) 15 (14,5—14,7)15) (4,0—6,0)5 | (2,0—4,1)3 


Nach Verdinnung 


mit 250cemH,O = (27,6—33,2) 31 | (82,9—33,6) 32 | (20,0—25,0) 22 (3,6—4,8) 4 


Bei den Systemen, die kein Na,SO, enthielten, beobachteten wir 
beim Verdiinnen einen Anstieg der gebundenen Menge von 45 auf 93 mg, 


ro 


also um 100°,. Dasselbe wurde beobachtet bei 0,005°,, Na,SO, in der 
Kontrolle, die beiden Zahlen blieben dieselben. Wenn aber die Kontrolle 
0,05°,, Na,SO, enthielt, war die gebundene Starkemenge viel kleiner 
(15mg), und Verdiinnen mit H,O verursachte eine starke Zunahme de 
gebundenen Menge (66mg). Nach dem Verdiinnen wurde 4,4mal sovie! 
Starke gebunden als in der Kontrolle. Bei 0,25°, Na,SO, in der Kontrolle 
war die Bindung minimal (9 mg), und Verdiinnen war fast ohne Einfluf. 


Besprechung. 


Die erhaltenen Resultate erméglichen leider noch keine theoreti- 
schen Betrachtungen, sie zeigen aber klar, daB die Bindung zwischen 
verschiedenen EiweiBkérpern und Starke nicht nur quantitativ, sondern 
auch qualitativ von dem angewandten Eiweif stark abhangt. Es 
ergab sich folgendes: 

1. Die Bindung mit dem Casein ist a) vom px wenig abhangig, 
zwischen py 3,3 bis 4,8*; im alkalischen Bereich ist sie gréBer; b) durch 
den Salzzusatz ist sie nicht vermindert; c) sie ist von der Verdiinnung 
auch bei py 3,3 abhangig. 

‘ 2. Die Bindung mit dem Globulin wurde a) bei Salzabwesenheit 
nur bis px 5 nachgewiesen. In alkalischen Lésungen konnte keine 
Bindung beobachtet werden. b) Die Salze vermindern die Bindung 
bei py 3,3 und 5,0, erméglichen aber eine Bindung bei py > 5. Bei 
gegebener Salzkonzentration ist die Bindung vom py unabhangig 
c) Die Bindung ist vom Verdiinnen unabhangig, ist also nicht reversibe! 

3. a) Das Ovalbumin!:? zeigte eine Abhingigkeit vom py, b) die 
Bindung ist durch Salzzusatz bei allen pq vermindert, c) bei py < I. P 


* Wir erinnern an die Feststellung von v. Przylecki u. Grynberg, diese 
Zeitschr. 248, 16, 1932, daB bei Amylopektin und Merck-Casein bei pu 5 
Minimum der Bindung auftrat. Bei pu 3 konstatierten sie eine Bindung 
von 35°), bei px 5 von 23°, und bei px 7 von 33°. Ihre diesbeziiglichen 
Untersuchungen sind weiter verfolgt. 

1», Przylecki u. Majmin, |. c. 

2 vw. Przytecki u. Grynberg, 1. c. 
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(1. P. = isoelektrischer Punkt) ist sie von der Verdiinnung unabhangig; 
ner bei pu >I. P. des Ovalbumins ist sie dieser proportionai. 

4. Beim EiereiweiB? ist die Bindung a) vom py abhangig, b) die 
Salze vermindern die gebundene Starkemenge bei allen py, c) das 
Verdiinnen vermindert die gebundene Menge nur bei py > I. P. 

Diese Tatsachen zeigen, daB der EinfluB der Ionen auf die Bindung 
3 bei den verschiedenen EiweiBarten sehr verschieden ist. Ovalbumin 

und EiereiweiB zeigen eine Verminderung der Bindung bei Salzzusatz, 
4 unabhingig vom py. Casein und Globulin verhalten sich aber je nach 
dem px und der Natur der zugesetzten Ionen verschieden. Sie zeigen 


aber kein einheitliches Bild. Bei py < I. P. des Caseins verandern die 
“we Salze die gebundene Menge nicht, oder erhéhen sie (z. B. CaCl,). Im 
Ile System Globulin—Starke wird bei py < I. P. die Bindung durch die 
ser Salze vermindert, bei py >I. P. erméglichten sie eine Bindung, die 
~ ohne Salzanwesenheit nicht erfolgt. 
Ile Diese Differenzen kénnen wahrscheinlich durch die Anderungen, 
1B. die die Salzzusitze bei diesen EiweiSkérpern hervorrufen, erklart 
werden. Wahrscheinlich handelt es sich um Ladungsainderungen, 
denen die EiweiBkérper bei Salzzusatz unterliegen. Das zweite Moment 
ti- ist aber die Anderung des Dispersionszustandes durch Salze. In diesem 
en Falle miissen zwei Momente beriicksichtigt werden, und zwar 1. der 
mn Ubergang Sol =>. Gel und 2. die Anderung der Oberfliche des im 
Es Gelzustande anwesenden EiweiBes. 

Beim Ovalbumin und EliereiweiB konstatierten wir eine mehr 
ig, permutoidale Form der Suspension. Die beim Koagulieren gebundene 
ch Starke wird durch Salzeinfiihrung ganz in Freiheit gesetzt. Da die 
ng Bindung ihr dynamisches Gleichgewicht erst nach 4 Stunden erreicht, 

erfolgt die Bindung nicht nur auf den AuBenflachen der Koagulate, 
vit sondern die Starke durchdringt das ganze Kliimpchen. Jedes Misch- 
ne system E—S ist reversibel gebunden. Alle Punkte der E, die mit der § 
ng in Bindung treten, bleiben beim Koagulieren frei, es wurde keine Occlusion 
ei beim Ubergang von Monosen zu Polyosen nachgewiesen. Ganz andere 
g. Verhaltnisse haben wir im System Casein—Starke. Bei py > 6 ist die 
‘| Bindung, wenn die Starke zu koaguliertem Casein zugesetzt war, durch 
ie VolumenvergréBerung reversibel, teilweise entbindbar. Wenn aber 
P. das System Caseinsol + Starke durch pu-Anderung bei CaCl,-Zusatz 


koaguliert wird, ist die Bindung fast irreversibel. 
se Wenn die Starke nach der Koagulation des Caseins zugesetzt wird, 
o erfolgt beim Verdiinnen eine Verminderung der gebundenen Menge 
um 28°, wenn aber die Koagulation bei Starkeanwesenheit ausgefiibrt 
war, werden bei demselben Verdiinnen nur 9 bis 15°, entbunden. 
Diese Erscheinung kann durch einen anderen Koagulations- 


mechanismus und besonders durch einen anderen Koagulationszustand 








286 St. Bartuszek: 


des Caseins als des Ovalbumins erklart werden. Das Ovalbumin, » 
gesagt, koaguliert zu einer schwammigen Masse, wo die einzeln 
Teilchen nicht ganz zusammengeklebt werden, die an vielen Stell: 
hydratisiert und mit gewissen Wassermengen durchtrankt ist. Beir 
Casein ist die Koagulation mit einer starkeren Oberflachenverminderuny 
verbunden, und die Kapillarraume sind entweder viel kleiner (dicht 
oder ihre Menge ist viel geringer. 

Der Ubergang Sol Gel fiihrt zu einer Occlusion der Stark: 
Das Phanomen wurde schon durch v. Przylecki und Gurfinkel! nach 
gewiesen. Da aber die Versuche bei py < 6 ausgefiihrt waren, zeigen 
unsere Experimente, daB die Occlusion vom py unabhangig ist. 

AuBer dem Nachweis der Occlusion zeigen diese Versuche, dai 
das Ovalbuminkoagulat starker hydratisiert ist und eine andere Teilchen- 
anordnung besitzt als das Caseingel. 

Das Globulin entspricht einer Ubergangsform. Die Bindung ist 
aber auch ohne Occlusion irreversibel. Wir kénnen den Komplex Globulin 
—Starke nicht physikalisch zerlegen. 

Diese Tatsachen kénnen vielleicht teilweise auch die Wirkung der 
Salze erkliren. Jenseits des I. P. kann das Salz beim Ovalbumin dure) 
Ladungsverminderung auch die freien Oberflaichen der Teilchen ver- 
mindern. Beim Casein ist dies nicht so stark ausgepragt. 

Das verschiedene Verhalten beim Verdiinnen, besonders der 
Systeme bei py < I. P., ist beachtenswert. Diese Erscheinung tritt 
nur beim Casein hervor. Beim Verdiinnen werden bei py 3,3 grolk 
Starkemengen in Lésung gebracht. 

Es ist schwer, aus unseren Experimenten zu behaupten, ob hier 
eine schwachere Bindung oder aber eine teilweise Lésung des Caseins 
erfolgt. Das letztere ist viel plausibler. 

' Auf lg EjiweiB entfallen bei derselben EiweiBmenge, Siarke 
konzentration und Gesamtvolumen bei pq 3,3: Ovalbumin, ungereinigt 
45 mg; gereinigt 93 mg Starke; Globulin 120mg und Casein 52 mg 
Die kleinere Bindung des Caseins hangt wahrscheinlich teilweise von 
der kleineren Oberflache ab, die bei Bindung mit der Starke eintreten 
kann. 

Die jetzt beschriebenen Resultate, die ein verschiedenes Verhalte: 
der EiweiBkérper zeigten, kinnen mit den Ergebnissen, die v. Przyleck: 
Grynberg und Szrajber* mit den Systemen: EiweiB—Harnsaure erhielten 
verglichen werden. Selbstverstandlich kénnen nur die Ergebnisse, dis 
bei pu + 7 ausgefiihrt waren, verglichen werden, da nur bei diesem 
pa die Bindung Eiwei8—-Harnsiure untersucht war (Tabelle VIII 


' ». Przylecki u. Gurfinkel, Biochem. J. 24, 1930. 
2 v. Przylecki, Grunberg u. Szrajber, diese Zeitschr. 244, 190, 1932. 
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vw T'abelle VIII. 
nen Vergleich der Bindung E—S mit E—U bei pu 7 bis &. 
Lhe 
Einflu6 der 
ell 
ung Elektrolyte Verdiinnung 
ht ; : , ee rr 
\lbumin | vermindern teilweise Mntbindung 
S 4 9 n * 
‘ks Globulin U ‘ . Ohne Anderung oder Verstarkung ohne Anderung 
cl 5 " ” » - ‘ ‘ 
yen Casein U..... _ ohne Anderung teilweise Kntbindung 
sc; . ohne Anderung oder Verstarkung a - 
la Kiereiweif U . . . ohne Anderung ohne Anderung 
; es gyre Verminderung Verminderung 
en- 
AuBer beim EiereiweiB konstatierten wir groBe Abhnlichkeiten 
ist zwischen der Bindung E-Starke und E-Harnsiure. Die beiden Bin- 
Hin dungen sind nach unserer Meinung nicht durch Hauptvalenzen hervor- 
gerufen. Die dominiereade Rolle bei der Bindung spielt wahrscheinlich 

ler die Natur des koagulierten EiweiBes, und zwar ist beim Albumin sowie 

rch E—S wie E--U die Bindung durch Salze und VolumenvergréBerung 

er- lisbar, die Reaktion ist reversibel. Dagegen ist sie beim Globulin in 
beiden Fallen irreversibel. Das Casein zeigt eine Ubergangsform. Die 

ler Elektrolyte haben keinen EinfluB, die Volumenainderung bewirkt in 

itt beiden Fallen eine Anderung der gebundenen Menge. 

Le Diese Versuche sind in guter Ubereinstimmung mit denjenigen, 
in denen sich eine starke Bindung der Lipoide mit dem Serumglobulin 

ler nachweisen lieB. 
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Untersuchungen iiber die Bindung der Biokolloide. X. 
Von 
St. J. von Przyiecki und Wt. Biatek. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1932.) 


v. Przylecki und Wojcik! zeigten, daB Leberbrei groBe Mengen 
von Glykogen binden kann. Nachdem in den Mitteilungen I, II, VI 
und IX* durch v. Przylecki, Majmin, Grynberg und Bartuszek grobe 
Unterschiede zwischen der Bindung: Polysaccharide—verschiedene 
EiweiBkérper (Ovalbumin, Globulin, Casein, EiereiweiB) nachgewiesen 
wurden, beabsichtigen wir jetzt, die Bindung des endogenen Glykogens 
im Leberbrei zu analysieren. 


Methodik. 


In allen Versuchen wurde Kaninchenleber angewandt. Die Tiere 
wurden ohne Narkose getétet, die Leber in einer Fleischmaschine zerhackt 
und der Brei gut verriihrt. Die Becher mit dem Brei wurden dann auf 
Kaltemischung aufbewahrt (¢ = 2°C). Der Brei wurde gewogen und in 
Portionen zu 4 g auf Erlenmeyer-Kolben von 50 ccm verteilt. Zu dem Brei 
wurde entweder keine Substanz (Kontrolle) oder 6, zum Teil 16 cem ver- 
schiedener Lésungen, und zwar H,O, 2°,ig. n Propylalkohol, 1°, ig. NaCl, 
KCl oder CaCl, zugesetzt. In zwei Erlenmeyer-Kolben, die auBer Leberbrei 
keine anderen Substanzen enthielten, wurde das Glykogen sofort untersucht. 
Je zwei Erlenmeyer-Kolben mit den verschiedenen Substanzen oder allein 
mit Brei wurden unter Eiskiihlung (Temperatur 2°) auf einer Schiittel- 
maschine !/, bis 2'/, Stunden geschiittelt (100 Touren pro Minute). Sofort 
nach dem Schiitteln wurde der Inhalt auBer der Kontrolle in Zentrifugier- 
rohrehen eingefiihrt und 5 Minuten zentrifugiert (2000 Touren pro Minute). 
Die Fliissigkeit wurde abgehoben, filtriert und in 4 oder 10 ccm Filtrat das 
Glykogen bestimmt. Die Kontrolle blieb die gleiche Zeit bei derselben 
Temperatur (+ 10°C). 

Das im Brei verbliebene Glykogen in den Systemen, wo andere Sub- 
stanzen zugesetzt waren, wurde aus derjenigen Menge im Brei (Kontrolle) 
und in der Lésung, die zu 6 oder 16 cem zugesetzt wurde, in folgender Weise 
berechnet: Glykogen im Brei (Kontrolle)—Glykogen in der Lésung. Der 
Rest entspricht der im Brei verbliebenen Menge. 


1 vy. Przytecki u. Wojcik, Biochem. J. 22, 1928. 
* v. Przytecki u. Majmin, diese Zeitschr. 240, 98, 1931; v. Przylecki 
u. Grynberg, ebenda 248, 16, 1932; Bartuszek, ebenda 253, 279, 1932. 
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Tabelle I. 


In dem Leberbrei waren in der Kontrolle 8,44°,, am Anfang des Versuchs 


86°, Glykogen. 
stimmungen. 


30 Minuten geschiittelt. Jede Zahl stammt aus drei Be- 





mg Glykogen 


: ; Glykogen ° 
—— Bindungsquotient — 


orem in der Glykogen im Brei in der 
im Brei Ljsung Glykogeu in der Lisung '™ Brei Lisung 

6 cem 2°/5ig. Pro- 
pylalkohol . . 170,6 158,2 1,08 425 2,63 

16 cem Propyl- 

alkohol . . . 178,0  150,8 1,18 445 0,94 
feem H,O. . . | 1648 164,0 1,00 412 2,73 
i6cem H,O .. 1640 164,8 1,00 4,10 1,038 


Tabelle Il. 


Quotient 
der Kon- 
zentration 
Brei Lésung 


~~ 
orors] 


Am Anfang des Versuchs waren in der Leber 3,45°,, Glykogen. In dem Leber- 
brei waren in der Kontrolle 2,68°,, Glykogen. 2 Stunden geschiittelt. Jede 


Zahl stammt aus drei Bestimmungen. 





mg Glykogen Glykogen ‘ 


Bindungsquotient 
Glykogen im Brei | in der 
im Brei 


Zugesetzte 
Substanz in der 


im Brei Lisung Glykogen in der Lésung Lésung 


fcem 2°/,ig. Pro- 


pylaikohol . . 60,8 46,4 1,31 1,52 0,77 
16 cem Propyl- 

alkohol : . . 63,2 44,0 1,44 158 0,27 
GeemH,O... 602. 4706 % 1,28 1,505 0,78 
l6eem H,O .. 61,2" 45,6 1,34 1,53 0,29 
Beem1%ig.Na(l 482 59,0 0,82 1,205 0,98 
16cem1°%ig.NaC] 534 53,8 1,00 1,335 0,34 


Tabe lle Ill. 


Am Anfang des Versuchs waren in der Leber 9,1 °,, Glykogen. In den 


waren in der Kontrolle $,43°,, Glykogen. 2 Stunden geschiittelt. 


stammt aus drei Bestimmungen. 


Quotient 
der Kon- 
zentration 
Brei Lisung 


1 Leberbrei 


Jede Zahl 





mg Glykogen Glykogen 


y xt — Bindungsquotient 
vugesetzte . 
Substanz es in der Glykogen im Brei n der 
im brel Lisung Glykogen in der Lisung 


6 cem 2°, ig. Pro- 


pylalkoho] . . | 126 211,2 0,60 3,15 3,52 
16 cem Propyl 

alkohol ... 94 243,2 0,39 2.35 1,52 
Beem 1% ig. KC] 112,6 224.6 0.50 282 3,74 
16cem 1%jig. KC] 73,8 263.4 0,30 185 1,65 
6 cem 1°/oig. 

CaCl .. . . | 1284 2088 0,61 3,21 3,48 


16 cem 1 °/p ig. 
CaClg 


99,2 238,0 0,42 2,48 1,49 


im Brei | jsung 


Quotient 
der Kon- 
zentration 
Brei,Losung 


0,9 
1.5 
0.75 
1,1 


0.92 
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Tabelle IV. 
Am Anfang des Versuchs waren in der Leber 5,27 °,, Glykogen. In dem Lebe) 
brei waren in der Kontrolle nach | Stunde Schiitteln 4,54", nach 2 Stunde: 





Schitteln 4,34 °, Glykogen. a) nach I Stunde, b) nach 2 Stunde: 
Schiitteln. 
mg Gly kogen Glykogen 9%), 7 
7 ae Bindungsquotient nd | ee 
Zugesetzte der Kon 
Substanz der Glykogen im Brei in der | zentration 


im Brei L Sonn Glykogen in der Losung 1™ Brei Lésung  Brei/Lisun: 


Beem 2% ig. (a 94,4 89,2 1,06 2.36 1.45 1,6 
Alkohol b> 91,2) 92,4) 0,08 2,03 1,54 1,3 

16 com 2%/ig. { a) 1024 79,2 1,3 2,52 0,49 5,2 
Alkohol ib 928 908 1,02 2.32 0.50 46 
6cem H.o || 940! 89,6 1,05 235 1,46 1.6 
coms i bi 99.4! 942 0,95 216 1,47 1,4 
— ja 95,6 88,0 1,09 239 0,54 44 
IGecm H30 |) 906 93.0 0.97 214 055) 39 
. nw f @]] 101,6| 82,6 1,23 2,54 | 1,33 1,9 
Beem CaCl, | 4» 946 88.0 108 220 1.43 U5 
16 com CaCl, | *|| 195.8) 76,8 1,38 262 048 55 
21b 1040 786 1,32 255 0,50 4,7 


Da iiberall 4g Leberbrei angewandt wurden, berechnete man den 
Prozentgehalt im Leberbrei in Gewichtsprozenten. 
Das Glykogen wurde stets nach Pfliiger bestimmt. 
Die erhaltenen Resultate sind in den Tabellen I bis IV zusammen 
gestellt. 
Ergebnisse. 


1. Dauer des Schiittelns. Die Systeme: Leber mit oder ohne Zusatze 


waren verschiedene Zeiten geschiittelt. Ein Versuch wurde in zweifacher 
Weise ausgefiihrt. Ein Teil der Kolben wurde | Stunde, der zweite 2 Stunden 
geschiittelt. Die erhaltenen Resultate zeigen, daB das Gleichgewicht 


Lésung/Leberbrei sich erst nach 2 bis 2'/, Stunden einstellt. Wo die Systeme 


nach 30 Minuten Schiitteln untersucht wurden, beobachteten wir einen 
Quotient Glykogenprozent Brei/L6sung mit 6 cem H,O 1,5, mit 16 cem 
H,O = 4,0. In diesem Falle enthielt die Leber 8,2°,, Glykogen. Wenn 
aber das Gleichgewicht nach 2 Stunden bestimmt wurde und die Leber 
fast denselben Glykogengehalt enthielt, und zwar 8,43°,, war der Quotient 
bei 16cem H,0O = 1,1. In dem Versuch, wo die Leber 4,4°, Glykogen 
enthielt, war der Quotient fiir 6cem H,O nach 1 Stunde = 1,6, nach 
2 Stunden = 1,4. Fiir 16cem H,O war er 4,4 und 3,9. Er anderte sich 
weiter fast gar nicht. 

2. HinfluB der Konzentration des Glykogens. Aus unseren Versuchen 
sind solche Falle ausgewahlt, wo die Glykogenkonzentration verschieden 
war, und zwar von 2,68 bis 9°,. Die verschiedene Konzentration erlaubte 
uns, die Abhangigkeit des Gleichgewichts von der Glykogenkonzentration 
zu verfolgen. Wenn wir als Vergleich das Verdiinnen mit Wasser wahlen, 
sehen wir, daB der Quotient mit der Verminderung der Glykogenkonzentra- 
tion steigt, und zwar ist er bei 2,68°,, Glykogen und 6 cem H,O-Zusatz 1,9. 
bei 16 cem H,O-Zusatz 5,3; bei 4,4°,, Glykogen ist der Quotient 1,4 bzw. 3,9. 
bei 8,4°, Glykogen ist er 1,0 bzw. 1,1. 








he, 
dali 
Ver 
die 
Die 
nac 
ent 


Ca 
be 


Sc 
99 








ber 
der 
der 


len 


an 


bZe 


en 








Bindung der Biokolloide. X. 29) 


3. Einflug der Anderung des Volumens des Lésungsmittels. Wenn wir 
diejenigen Versuche betrachten, wo der Quotient 1 war, sehen wir, 
daB die Anderung des Volumens, also das Verdiinnen, eine kleine oder keine 
Verminderung des im Brei gebliebenen Glykogens bewirkt, dagegen wird 
die Konzentration des Polysaccharids in der Losung stark herabgesetzt. 
Die Tabellen zeigen z. B., daB ein Leberbrei von 2,86°,, Glykogengehalt 
nach dem Schiitteln mit 6cem H,O 60,2 mg Glykogen enthielt; die Losung 
enthielt 0,78°,. 

Dasselbe System, mit 16ccm geschiittelt, enthielt 61,2 mg Glykogen 
im Brei, die Lésung enthielt 0,29°,, Glykogen, sie war also 2,7mal verdiinnt 
im Vergleich zu dem System mit 6 cem H,O-Zusatz. 

Je héher die Konzentration des Glykogens der Leber, ein desto gréBerer 
Ausgleich wird zwischen dem Brei und der Lésung beobachtet. Bei einer 
Leber mit 8,4, Glykogen und in Gegenwart von KCl sehen wir, daf der 
Brei bei Zusatz von 6cem H,O 112.6 mg Glvkogen enthalt und bei Zusatz 
von l6cem nur 73,8mg. Der Prozentgehalt an Glykogen in der Lésung 
ist bei 6cem H,O 3,74 und bei 16cem = 1.65. 

4. EinfluB verschiedener Zusdtze. Es wurden verschiedene Substanzen, 
die entweder eluierend oder koagulierend oder sonstwie auf das Eiweif 
wirken kénnen (Alkohol, Salze), untersucht. 

In allen Fallen, besonders wo wenig Glykogen anwesend war, wurde 


beobachtet, daB der Alkoholzusatz das Gleichgewicht: Breiglykogen 
=<. Lésungsglykogen nach 1 verschiebt. Er vermindert die Menge des 
Glykogens, die in die Lésung tibergehen kann. Die Differenzen liegen 


auBerhalb der Fehlergrenzen. Z. B. fanden wir bei 16 cem Alkoholzusatz 
bei 2,8 ',, Glykogen enthaltendem Leberbrei (Kontrolle) 63,2 mg Glykogen 
und bei 16 cem H,O-Zusatz 61,2 mg. Auch bei hohen Giykogenkonzentra- 
tionen fanden wir bei 6cem Alkohol 170.6 mg und bei 6cem H,O rur 
164,8 mg; beim Zusatz von 16cem Alkohol 178,0mg und beim Zusatz 
von l6cem H,O nur 164,0 mg. 

Wenn das Volumen des zugesetzten Alkohols. mit dem der Brei ge- 
schiittelt war, steigt, fanden wir gréBere Mengen Glykogen im Brei, und 
zwar regelmaBig in allen untersuchten Fallen. 

Die Salze reagieren verschieden, je nach der Wertigkeit des Kations. 
KCl oder NaCl erhéhen die Menge des Glykogens in der LOsung, verschieben 
also das Gleichgewicht nach rechts. Dies wurde sowohl beim .Vergleich 
der Systeme, die mit 6 cem H,O oder KCl und NaCl, wie auch bei denen mit 
16 cem H,O beobachtet. 

Bei der Leber mit 2,68°,, Glykogen blieben nach dem Schiitteln im 
Brei bei 6cem H,O 60,2 mg, bei 1°,, NaCl 48,2 mg Glykogen, bei 16 cem 
H,O 61,2 mg und bei 16 cem NaCl 53,4 mg. 

CaCl, verschiebt das Gleichgewicht nach links, d. h. es wird viel mehr 
Glykogen im Brei zuriickgehalten. Bei einer Leber mit 4,34 °,, Glykogen 
enthielt der Brei, der mit 16cem H,O geschiittelt war, 85,6 mg, und der 
mit 16 cem CaCl, geschiittelte 94,0 mg Glykogen. 

Selbstverstandlich ist die Differenz zwischen dem Quotient, der bei 
CaCl,- und KCl- oder NaCl-Zusatz erhalten wird, viel gr6Ber als derjenige 
bei CaCl, und H,O. 

In einer Leber mit 8,43, Glykogen beobachteten wir nach 2 Stunden 
Schiitteln mit l6cem 1°,ig. KCl 73.8 mg und mit Il6cem CaCl, noch 
99,2 mg Glykogen. 
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Besprechungen. 


Die angewandte Methodik erlaubte, durch Schiitteln von Leberbr: | 
mit Lésungen von verschiedener Zusammensetzung und verschiedenen 
Volumen das Gleichgewicht zwischen dem Glykogen im Brei und dem 
in der Lésung zu bestimmen. Der Zusatz des Lésungsmittels bewirkt 
einen teilweisen Ubergang des Polysaccharids vom Brei in die Lésung 
Die letztere enthalt infolge des Zentrifugierens sehr wenig Kérnchen 
und Suspensionen. Somit ist das in der Lésung anwesende Glykogen 
entweder frei oder mit den gelésten Substanzen gebunden. 

Die erhaltenen Resultate zeigen, daB die im Brei verblieben 
Glykogenmenge von der Anfangskonzentration unabhangig ist, wenn 
nur ein geniigendes Volumen der Lésung zugesetzt wurde. Wo die 
Leber 2,68 °, Glykogen enthielt, blieben im Brei 61,2 mg (nach Zusatz 
von 16cem H,O). Wo die Konzentration des Glykogens 4,54°, war, 
verblieben 85,6 mg (16 ccm H,0), und wo die Konzentration 8,43 ° 
war, 73,8 mg Glykogen im Brei (16cem KCl). In diesen drei Fallen 
war die Konzentration des Glykogens in 16 cem der Lésung sehr ver- 
schieden, und zwar 0,29, 0,55 und 1,65°%. Die Konzentration des im 
Brei verbliebenen Glykogens war 1,53, 2,14 und 1,845°%. Wir sehen 
also, daB je nach der Konzentration des Glykogens in der Leber das 
Gleichgewicht Brei/Lésung sehr verschieden ist. Wenn der Gehalt 
an Polysaccharid gering ist, enthalt der Brei viel mehr Prozent Glykogen 
als die Lésung. Besonders der Vergleich der Konzentrationen Brei/Lésung 
in Systemen, die mit 6 oder 16 ccm Lésung verdiinnt waren, zeigte, 
daB ein groBer Teil des Glykogens im Brei gebunden sein muB. Bei 
einer Leber mit 2,68°%, Glykogen sehen wir, daB der Brei unabhiangig 
vom Lésungsvolumen 60 bis 61mg Glykogen enthielt, die Lésung 
bei 6 oder 16 cem 44 bis 47 mg. 

‘Wenn die Leber viel Glykogen (z. B. 9%) enthielt, beobachteten 
wir ein ganz anderes Gleichgewicht. Die Lésung enthielt bei den von 
uns angewandten Volumina mehr Glykogen als der Brei, und der 
Prozentgehalt des Glykogens im Brei ist vom Lésungsvolumen noch 
abhangig. Der Prozentgehalt des Polysaccharids ist in Brei und Lésung 
fast gleich. In der Lésung ist er etwas gréBer, da im Brei die Kolloide 
viel Raum einnehmen. Bei gréBerer Verdiinnung wiirde man auch 
hier Systeme, wo der Brei mehr Glykogen als die Lésung enthalt, 
bekommen. 

Dieses so verschiedene Verhalten der Systeme in ihrer Abhangigkeit 
von der Glykogenkonzentration glauben wir in folgender Weise er- 
klaren zu kénnen: Das Breiglykogen ist nicht einheitlich. Wenn wir 
nur die Bindung desselben mit anderen Kolloiden beriicksichtigen, 
kann es mit verschiedenen EiweiBkérpern (£) in Bindung treten, also 
E-Sol oder E-Gel, wo E sowohl Nucleoproteid, Nuclein, verschiedene 
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Globuline und Albumine bedeutet. AuBer mit EiweiBkérpern tritt 
Glykogen, wie v. Przylecki und Gurfinkel’ nachgewiesen haben, auch 
mit Fetten und Lipoiden in Bindung. Das Polysaccharid wird auf den 
Fettkiigelchen verteilt (Horowicz?). 

In so einem komplizierten System erfolgt je nach dem Auftreten und 
Verschwinden des Glykogens immer ein neues Gleichgewicht. Wenn wir 
noch die Angabe, da8 die Albumine® in eine reversible und die Globuline? 
in irreversible Bindung mit dem Globulin treten, beriicksichtigen, 
sehen wir, daB das Gleichgewicht sehr kompliziert ist. Die Bindung 
zwischen dem Glykogen und verschiedenen EiweiBkérpern und den 
Fetten sind nicht alle gleich leicht durch Volumenanderung oder Salz- 
anwesenheit zerstérbar. Je mehr Glykogen anwesend ist, desto labilere 
Komplexe werden gebildet, desto leichter werden sie durch Lésungs- 
vergroBerung oder durch Verminderung der Konzentration des freien 
Glykogens zerstért. Es hat den Anschein, daB das Glykogen in der 
Leber um so labiler ist, je héher sein Gehalt ist, d.h. je gréBer der 
Gehalt an freiem oder labil oder reversibel gebundenem Glykogen ist’. 


1». Przylecki u. Gurfinkel, Biochem. J. 24, 1930. 

2 Unveréffentlichte Arbeit. 

3 vy. Przytecki u. Grynberg, |. c. 

4 Bartuszek, |. c. 

5 Uber andere Versuche, besonders iiber Eintlu8 von Salzen, werden 
wir noch berichten. 





Zur Kenntnis der Urease. 


III. Mitteilung: 
Uber die Wirkung des Natriumfluorids auf die Urease. 


Von 
A. Ruchelmann. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Medizinischen Staatsinstituts 
in Odessa.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Frage der Einfiihrung der Aktivatoren und Paralysatoren 
in das System Ferment- Substrat wurde in der vorhergehenden Mit 
teilung! behandelt. In dieser Arbeit beschaftigt uns die Frage iiber 
die Einwirkung des Fluors (NaF) auf die Konstanten der Zersetzungs 
reaktion des Harnstoffs durch Urease. 


Jacoby war es, der zuerst die Frage tiber die Kinwirkung des Fluor 
auf die Urease bei der Bakterienurease anschnitt. Der Versuch sell}st 
wurde nach folgendem Schema angesetzt: Einer bestimmten Menge eines 
Gemisches von Feg@nent und Harnstoff wurden verschiedene Menger 
NaF-Lésung beigeffgt (von 0.025 bis 1,32, des Gesamtvolumens des 
reagierenden Gemisdges), wobei Reaktionshemmung von 3 bis $7. erfolgte 
Puffer wurde in die@Reaktion nicht eingefiihrt. Wester beobachtete. da! 
Zusetzung von 0,3", NaF-Loésung zum reagierenden Gemisch bis zu 67,1 
Hemmung hervorruft. Hosokawa beobachtete bei Einfiihrung von 0.025 
bis 0,03, NaF-Lésung in das System Urease —Harnstoff bei 1°, Nat! 
und 2cem m/15 Phosphatpuffer Aktivierung des Prozesses von 16 auf 
69,4, im Vergleich mit dem Versuch, welcher ohne NaF, aber bei Vor- 
handensein von NaCl angesetzt war. Das Einfiihren von 0,06°,, NaF unter 
gleichen Verhaltnissen, aber bei Abwesenheit von NaCl, ergibt etwas geringere 
Aktivierung 58°... Jacoby machte weiterhin Beobachtungen sowohl b 
Vorhandensein wie bei Abwesenheit von Phosphatpuffer, fiihrte Nak 
in der Menge von 0,093 bis 9,3 mg ein, erhielt Inaktivierung bis auf 98,.9°, 
und folgerte daraus: 1. daB die Einwirkung des Fluors vollstandig von 
Milieu abhangt, wobei Fluor am starksten wirkt, wenn die Urease sich unter 
den giinstigsten Bedingungen befindet (starker Puffer bei optimalen 
pu 7,1 bis 7,5), und 2. daB Fluor eine spezifische Wirkung auf die 


1 Siehe zweite Mitteilung, diese Zeitschr. 251, 51, 1932. 
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Urease ausiibt, und zwar ohne stéchiometrische Beziehungen. In seiner 
folgenden Arbeit fiihrt Jacoby aus, nachdem er von Acetatpuffer Gebrauch 

macht hatte, wie ein und dieselbe Menge NaF bei verschiedenen px ein- 
‘virkt. Bei Veranderung des pu von 5,8 bis auf 7.3 sinkt der Prozentsatz 
ler Hemmung von 95,8 bis 2,8",,. Das Ammoniak, welches bei Harnstoff- 
zersetzung entsteht, bedingt ein alkalisches Milieu, welches die Wirkung 
des Fluors (NaF) hemmt. Bei Anwesenheit eines starken Puffers hin- 
gegen, welcher das Ammoniak neutralisiert, d.h. bei gleichbleibendem px, 
wirkt Fluor aktiv auf Urease. Am energischsten ist diese Wirkung in saurem 
Milieu, schwacher in neutralem, am schwachsten in schwach alkalischem. 
In alkalischem Milieu hat Fluor tiberhaupt keine Wirkung. Analoge Er- 
gebnisse finden wir bei Avtagawa. 


Diese Arbeiten beleuchten die absolute Bedeutung der Einwirkung 
des Fluors unter verschiedenen Verhaltnissen. Es wird aber nicht in 
Betracht gezogen, inwieweit diese Einwirkung in den verschiedenen 
Zeitabschnitten erkennbar ist. Wir stellten uns die Aufgabe, die 
Dynamik der Einwirkung des Fluors auf die Urease zu studieren, 
indem wir, wie in friiheren Mitteilungen! ausgefiihrt wurde, die Ver- 
anderungen der Konstanten der Reaktionsgeschwindigkeit beob- 
achteten: 


P l a 
K = lg (1) 
5; *@ x 
und 
Zz 
K a (2 
1 t ) 


und der Aktivitat des Ferments: 


ste K .g Substrat 
fee bemenaimcsaal 
g Ferment 
Diese Verainderungen werden in Prozenten (H und H,) ausgedriickt, 
Aktivierung (+) und Hemmung (—})!. 


Bei unseren Versuchen benutzten wir die Lésungen n.10° und 
n 200 NaF: als Fermentpraparat bei saimtlichen Untersuchungen 
10 cem Urease aus Soja nach Folin mit 57.8 bis 61,9 mg Trocken- 
substanz in 5cem des Praparats; 10cem 1°,ige Harnstofflésung; 
Phosphatpuffer py = 7,1 bis 10 oder 20cem. Die Untersuchungs- 
methode ist dieselbe wie in den vorhergehenden Mitteilungen. Die 
Untersuchungen sind in einer Tabelle zusammengefaBt und in Ab- 
bildungen dargestellt. AuBer diesen zusammengefaBten Ergebnissen 
halten wir es jedoch fiir notwendig, uns bei zwei speziellen Unter- 
suchungsprotokollen aufzuhalten, als Beispiel zweier verschiedener 
Typen des Versuchsverlaufs in der Zeit. 


1 Siehe erste Mitteilung. diese Zeitschr. 247, 89, 1932, und zweite Mit- 
teilung, ebenda 251, 51, 1932. 
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. 1°, ige Harnstofflésung, 10 cem (100 mg); @ = 
Phosphatpuffer, 20 cem; pu = 
Urease nach Folin, 
leem n/200 Fluornatrium, (Fluor 


10 « 


Protokoll 61. 

10 mg. 
ke 

-em (Trockensubstanz in 5 cem 
= 0,095 mg). 


= 57,8 mg) 






































. Wasser bis auf 100 ccm. 
Stick- Harn- 
Zeit stotf stoff- 
: des zer- sk . 104 | Ay. 103 Folgerungen Kontrolle 
Harn- setzung 
Min. stoffs z 
30 = 0,120 | 0,257 (3,71 8,56 kK. 104 3,41 kK. 104 4,89 
60 0,170 , 0,364 2,70 6,06 KX, .1¢ = 7,53 K, . 105 10,58 
95 0,310! 0,663 3,03 7,00 Uf.10° 29,00 Uf. 10° 40,00 
150 0,565 1,209 3,74 8,06 H — 27,5 
185 60,690 1,477 3,76 8,00 Hi, — 27,50 
Durehsehnitt: 3,41 7,53 
Protokoll 40. 
1. l1Ocem 1°, ige Harnstofflésung (100 mg); @ = 10 mg. 
2. 20cem Phosphatpuffer; px tses 
3. 10cem Urease nach Folin (Trockensubstanz in 5 cem 57,8 mg 
4. leem n/10 Fluornatrium (Fluor 1,9 mg). 
5. Wasser bis auf 100 cem. 
Stick- Harn- 
Zeit stoff stoff- 
: des zer- K.104 k,. 103 Folgerungen Kontrolle 
Harn- setzung 
Min. stoffs zr 
34 «0,083 0,178 2,28 5,92 Kk. 10* 1,23 Kk. 104 4,89 
60 0,091 0,195 1,388 3,25 K, . 10° 2,81 K, . 10° 10,58 
90 0,103 | 0,220) 1,05 244 Uf. 10° 10,00 Uf. 108 40,00 
120 0,109 0,233 0,84 1,94 Hi, — 75,00 
185 0,121 0,260 0,62 1.40 H — 73,48 
Durchsehnitt: | 1,23 2,81 
170 ~=26S 
N Lt | 
8 4t—\—+—+—_ 1b - $52 
2 N\A) -42 
~ = no 
ed rs 3 1 
S¢S2 +— 
fA 
2 1+-—- ak ales ae a —+__—+4 
0 0 w ) W 120 1 780 20 0 0 30 00 90 120 1 0 20 
Minuten Minuten 
Abb. 1. Abb. 2. 
Wirkung des n/200 NaF. Wirkung des n/10 NaF. 
Die beiden angefiihrten Versuchsprotokolle (Beispiel zweier 


verschiedener Typen der Versuchsresultate) unterschieden sich von- 
einander in bezug auf die Ingredienzen nur durch die Konzentration 
des Fluors. 
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Wenn wir Abb. 1 (Protokoll Nr. 61) und Abb. 2 (Protokoll Nr. 40) 
in bezug auf die Veranderung von K und K, in der Zeit analysieren, 
so ist zu ersehen, daB im ersten Fall die Konstanten, welche in der 
60. Minute gesunken waren, in weiterem anfangen zu steigen und eine 
vewisse Stabilitat erreichen. Im zweiten Fall (Abb. 2) beobachten 
wir ein anderes Bild: Die Konstanten sinken unaufhaltsam. Uns scheint, 
daB diese Ergebnisse mit der Anschauung Jacobys tibereinstimmen, 
daB bei Anhaufung des Ammoniaks ein alkalisches Milieu entsteht, 


Tabelle I. 
Wirkung des NaF auf die Urease. (Puffer: pu po 





. H Hy Puffer Fluor 
Nr kK. 104 Kk, . 103 Uf . 10° . 
0 0 ecm mg 

1 4,89 10,58 40 0 0 20 0 

2 4.66 10,09 40 — 463 0 20 0,0095 (1) 

3 4,17 9,20 36 — 13,09 | — 10,00 | 20 0,0190 (2) 

4 3,96 8,68 34 — 18,00 | — 15,00 | 20 0,9380 (4) 

5 3.61 7,99 31 — 24,48 | —2250 | 20 0.0665 (7) 

6 3,41 7,53 29 — 27,88 27,50 20 0,0950 (10) 

7 431 9.54 37 — 983 | — 7,50! 20 0,1900 (20) 

8 3,45 7,70 30 — 27,22 | — 25,00 | 20 0,3800 (40) 

y 3,15 7,12 27 — 32,70 _ — 32,50 | 20 0,5700 (60) 
10 2,86 6,45 25 — 39,03 — 38,75 | 20 0,7600 (80) 
11 2,65 5,77 23 — 45,46 —4250 | 20 0.9500 (100) 
12 2.44 5,65 21 46.59 . — 47,50 | 20 1.1400 (120) 
13 2.33 5,02 20 — 52,55 - 50,00 | 20 1,3300 (140) 
14 2.19 5,00 19 —-§2.74 | -- 52,50 | 20 1,5200 (160) 
15 1,31 3,05 11 — 71,17 — 72,50 20 1.7100 (180) 
16 1,23 2.81 10 — 73,43 | — 75,00 | 20 1,9000 (200) 
17 1,18 2,61 10 — 75,33 | — 75,00 | 20 2.0900 (220) 
18 1,09 2,52 9 — 76,18 | — 77,50 | 20 2.2800 (240) 
19 0,97 2,26 8.4 — 78,64 —79,00 20 2.4700 (260) 
20 3.15 7.20 25 0 0 10 0 
21 0,8 1,92 6,4 — 73,33 | — 74,40 10 9.5000 (1000) 
22 0,76 1,80 6,1 — 75,00 —75,60 10 | 19,0000 (2000) 
23 0,73 1,72 5,8 — 7611 —7680 10 38,0000 (4000) 





Abb. 3. 
Wirkung des NaF auf die Urease nach Folin. Puffer pq 7,1 — 20cem 


20) * 
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so daB das Ferment geschiitzt wird; doch tritt bei verhaltnismafiy 
groBen Fluorkonzentrationen seine Spezifitat in bezug auf Urease 
auf, und selbst groBe Mengen Ammoniak sind nicht imstande, die Urease 
vor dem EinfluB8 des Fluors zu schiitzen. Als Resultat entstelit 

Inaktivierung des Ferments und Ver- 



































os 4. 4 anderung der Reaktionsgeschwindig. 
pk he a keit. AuBerdem sind groBe Menge: 
8H 26%3K— - 4 § g Mengen 
ysrsy iW | freien Ammoniaks ein Hindernis fiir 
2 als | 2na}—+_+_+_ cages , : . 
1545 Is \ | die Entwicklung der zweiten Phas: 
10\0 12 | 7 es der Hydrolyse, was den ProzeB ver- 
5 5 7 | ——— % “ 
eeee —_ langsamt. 
: 7000 2000 3000 ¥000 a 
; | | Wa Wenn wir die zusammengefaBten 
~1 —+_1=__1_ A : ; 
2 Ergebnisse analysieren, so finden wir: 
320 r — a | —— 
25 | ; 
30 =) eer: Se Biers Se A. 20cem des Puffers. 
A Zunachst sinken alle Konstanten 
45 und die Wirkung des Inaktivators so- 
5 wohl auf die Geschwindigkeit wie auf 
55 die Aktivitat des Ferments ist di 
‘ gleiche; bei der Konzentration 0,19 mg 
1” Fluor beobachtet man eine gewiss 
75 Abnahme_ seiner Wirkung (Ammo 
80 niak ?!); die Kurven gehen sanft schriay 
Abb. 4. abwarts und zeigen im weiteren gleiche 
Wirkung des NaF auf Urease nach Folin. Einwirkungen des Paralysators aut 
Puffer Py = 7,1 — 10 ccm. alle Konstanten des Prozesses. 


B. 10 cem des Puffers. 

Bei dieser Menge des Puffers beobachtet man Inaktivierung und 
Hemmung des Prozesses auch ohne NaF; hier wandten wir sofort holy 
Konzentrationen von NaF an, erhielten aber geringe Hemmungsprozente ; 
die Urease befindet sich hier, wie auch Jacoby angegeben hat, nicht 
unter optimalen Bedingungen. 

Die Wirkung von Fluornatrium ist sowohl in der ersten wie in der 
zweiten Phase erkennbar!. In der ersten Phase kann der Paralysator 
entweder das Ferment oder das Substrat oder beide binden. In der 
zweiten Phase ist Geschwindigkeitsverinderung der Hydrolyse von 
carbaminsaurem Ammonium méglich. Unsere Ergebnisse zeigen ein 
gleichmaBige und gleiche Hemmung sowohl der Geschwindigkeit 
der Reaktion wie der Aktivitét des Ferments. Andererseits ergibt 
die Analyse verschiedener Untersuchungsprotokolle eine gewisse 
Schutzwirkung des Ammoniaks; die Abscheidung und Anhaufung 
desselben hemmt die Hydrolyse des carbaminsauren Ammoniums. 


1 Siehe zweite Mitteilung, diese Zeitschr. 251, 51, 1932. 
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da big Wenn wir von dem Schema ausgehen, welches die Analyse der 
Pease Formeln (1) und (3) (zweite Mitteilung) ergibt, so kénnen wir folgende 
rease Voraussetzungen iiber die Wirkung des Fluornatriums auf die Urease 
tent machen: 

Ver 


1. Fluornatrium bindet sowohl Substrat wie auch Ferment: bei 


ndi - . : ‘ 
ungeniigender Puffermenge wirkt auch Ammoniak ein. 
ngen e , , ° . . : : 
fi 2. Fluornatrium wirkt auf die Geschwindigkeit der Hydrolyse des 
8 fur ' ; ‘ : 
lan carbaminsauren Ammoniums. 
wes 3. Fluornatrium wirkt energischer auf die Reaktionskonstanten 
bei starkem Puffer, welcher die Schutzwirkung des Ammoniaks bindet. 
Bt n 
Wil Literatur. 
1) Jacoby, diese Zeitschr. 74, 107, 1916; 198, 163, 1928; 214, 46, 1929. 
2) Wester, ebenda 128, 279, 1922. 3) Hosokawa, ebenda 149, 363, 
1924. — 4) Kitagawa, J. Biochem. 10, 167, 1929. 
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Untersuchungen iiber die Ammoniakbildung im Blute. 


Von 


J. Heller und A. J. Klisiecki. 


(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat und dem Physiologische: 
Institut der Tieraérztlichen Hochschule, Lw6w.) 


(Eingegangen am 21. Juli 1932.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Gelegentlich einer experimentellen Untersuchung iiber die renale 
Ammoniakbildung ergab sich die Notwendigkeit, einen méglichst 
kurzen und sicheren Weg zur Bestimmung der Ammoniakmutter. 
substanz des Blutes zu finden. Ein solcher ist nur fiir das Kaninchen- 
blut mit seiner rapiden Ammoniakbildung bekannt und besteht in 
einer Bestimmung des 24stiindlichen Ammoniakwertes. Doch ist dic 
Ammoniakbildung auch im Kaninchenblut nicht in jeder Richtung 


geniigend erforscht, noch viel weniger im Blute anderer Arten. Als 
wir nun probeweise das Hammelblut verschiedenen Prozeduren, wie 
Inkubation bei wechselnder Temperatur, Hamolyse, Destillation bei 
verschiedenem py usw., unterzogen, stieBen wir auf Ergebnisse, di: 
durch unsere bisherigen Kenntnisse der Ammoniakbildung im Blut: 
nicht erklart werden konnten. 


Methodisches, 


Das Blut stammt von einem Paar Hammel, die seit Jahren im hiesigen 
Institut zweimal wochentlich Blutkérperchen zur Wassermannscher 
Reaktion lieferten. Das Blut wurde defibriniert und in sterilen Reagens 
glisern unter fliissigem Paraffin aufbewahrt. Spezielle Sterilitatskontrollen 
wurden nur ausnahmsweise durchgefiihrt, sonst wurde als mabgebenc: 
Kontrolle das Erreichen eines’ gleichbleibenden Ammoniakendwertes 
betrachtet. 

Die Hamolyse wurde durch doppelte Verdiinnung mit Wasser bewirkt. 
Die Inkubation geschah in Thermostaten, wobei die angegebene Mitt: 
temperatur von 14° zwischen 12 und 16° schwankte, die von 39° nur uw 
wenige Zehntel Grad. Zur Ammoniakbestimmung wurde die Methode nac 
Parnas und Heller in der Modifikation nach Parnas und Klisiecki an 


gewandt. Die als ..fortlaufende Destillation** bezeichnete Prozedur weic!t 
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n der bisherigen Methode ab. Das Blut (2 bis 5 cem) wurde ohne jeglichen 
Zusatz in den Destillationskolben gebracht, und im Verlauf von etwa 15 bis 
20 Minuten der tblichen Vakuumdestillation wurden etwa 20 cem Destillat 
vesammelt. Nun wurde das Réhrchen aus der Vorlage gegen ein frisches 

usgetauscht und die Destillation sofort oder nach einer bestimmten Pause 

weitergefiihrt und das Verfahren so oft wiederholt., bis die Ammoniak- 
uttersubstanz erschépft war. Diese Prozedur fiihrt am schnellsten und 
sichersten zu Ammoniakendwerten, die sich im Laufe von mehreren Stunden 
nicht mehr aéndern. 


Ergebnisse. 

1. Wird das Blut bei 14° aufbewahrt, so wachsen die Ammoniak- 
werte langsam an, um nach etwa 20 bis 24 Stunden den Endwert von 
0.4 bis 0,5 mg-% zu erreichen. Dieser Endwert andert sich auch nach 
3 Tagen — wie aus Tabelle I und Abb. 1 ersichtlich -- nicht mehr. 
Die kursiv gedruckten Zahlen der Tabelle sowie die Quadrate in der 
\bbildung beweisen, daB die gesittigte Boratlésung, welche die 
Ammoniakbildung im Kaninchenblut so prompt hemmt, auf die hier 
beschriebene Ammoniakbildung ohne merklichen EinfluB bleibt. 

Wesentlich anders verliuft die Ammoniakbildung bei derselben 
Temperatur im hamolysierten Blute. Hier wird der Wert von 0,4 bis 
0.5 mg-°, schon nach 4 bis 6 Stunden erreicht, nach weiteren 10 Stunden 
wird der Gehalt von 1 mg-°, gefunden. Nach 24 Stunden ergeben sich 
Werte, die um 1,3 mg-°, herum schwanken, dann noch langsam an- 


Tabelle 1. t 


Ammoniakbildung im defibrinierten Schafsblut bei 14°. 








Zeit seit Blut- : Zeit seit Blut- 
Nr entnahme Ammoniakgehalt Nr. entnahme Ammoniakgehalt 
Std. mg-°/9 Std. mg-! 
1 My 0,08 20 10 0.39 
2 1/, 0.17 21 14 0,475 
3 ie 0.15 22 14), 0,235 
4 . 0,10 23 23° 0.56 
5 1}/, 0,18 24 24 0,59 
6 0,27 25 24 0.51 
7 21/, 0,20 26 25 0.44 
8 i 0,25 27 26 0.43 
q 3 0,20 a8 26 0.43 
10 31, 013 29 261 4 0,46 
11 4 0,27 30 31 0,45 
12 + 0,21 31 34 0,50 
13 5 0.15 32 4, 0,45 
14 5 0),225 33 491), 0,50 
15 6 0,27 34 5211, 0,525 
16 6 0,34 35 * 53 * 0.46 
17 10 0,26 36 54 0.50 
18 10 0,30 37 661), 0.51 
19 10 0,28 38* soe O55 * 


Das Blut nach der Entnahme zu gleichen Teilen mit Borat versetzt 
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wachsen und den Endwert von 1,6 bis 1,7 mg-°, annehmen. Der \; 
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Schwarze Kreise: Normales Blut. Helle Kreise: Hamolysiertes Blut. (he 
Quadrate: Nach Boratzusatz aufbewahrt. Vol 
sel 
‘ Ti pelle ET. 24 
Ammoniakbildung im haimolysierten Schafsblut bei 14°. in 
Zeit Zeit ' ate 
Nr. seit Himolyse Ammoniakgehalt Nr. seit Himolyse Ammoniakgehal na 
Std. 9/5 Std. z-9/5 , 
? Std mg a st mg We 
‘ de 
1 1 0,11 18 14'/, 1,3 : 
2 1 0,21 19 15 0,86 En 
: 3 0,20 20 17 1,0 
4 4 0,29 21 21 1,1 V 
5 4), 0,325 22 23 1,1 : 
6 4), 0,55 23 231/, 1,35 De 
7 51/5 0,49 24 24 1,41 da: 
8 545 0,65 25 24 1,45 ' 
9 7/5 0,53 26 26 1,05 al 
10 M5 0,75 27 26 1,24 na 
11 81/, 0,60 28 32 1,45 ne 
12 9 0,625 29 35 0,375 * 
13 101), 0,665 30 511, 16 fes 
14 11 0,65 31 53 1,83 80 
15 12 1,05 32 65 1,7 ‘ 
> ‘ 9 29 * 9 * . O,4 
16 12 1,07 33 82 1,0 
17 141), 1,0 Bh 
* Blut mit Borat versetzt. an 
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2. Betrachten wir die Vorgainge bei 39°. Schon nach 7 bis 
» Stunden finden wir hier denjenigen Wert im intakten Blute, welcher 
bei der niedrigen Temperatur als Endwert erst nach 20 bis 24 Stunden 
erreicht ist. Auch hier kommt es —- nachdem dieser Wert erreicht ist 
vorlaufig zu einem Stillstand, welcher bis zu weiteren 10 Stunden 
anhalt. Dann kommt die Ammoniakbildung wieder in Gang und 
nach einem von Versuch zu Versuch stark wechselnden Verlauf wird 
ein Endwert von 1,7 bis 1,8 mg-% erreicht. Diese zweite Ammoniak- 
bildung ist immer mit einer sichtbaren Veraénderung im Aussehen 
des Blutes verkniipft: es wird schwarzlich und scheint einer verschieden 
starken Hamolyse zu unterliegen. 

Auf Grund dieser Ergebnisse sind wir geneigt, den Vorgang bei 39° 
nicht als einen einheitlichen, eigenartigen ProzeB aufzufassen, sondern 
als eine Kombination der bei intakten Blutkérperchen verlaufenden 
Ammoniakbildung, die hier gegeniiber dem Vorgang bei 14° beschleunigt 
ist, und eines anderen Prozesses, der bei der Hamolyse einsetzt. Der 
wenig regelmaBige Verlauf, welchen diese zweite Phase aufweist, lieBe 
sich vielleicht durch die verschieden starke Resistenz der roten Blut- 
kérperchen gegen die Hamolyse erklaren. 

Einen sehr regelmaBigen Verlauf weist die Ammoniakbildung des 
hiamolysierten Blutes bei 39° auf, wie die Tabelle II] und Abb. 2 
(helle Punkte) zeigen. Es werden hier in etwa 10 Stunden die Endwerte 
von 1,6 bis 1,7 mg-°% erhalten. Bei diesem Verfahren ist aber das Blut 
sehr schwer im normalen Zustande zu erhalten, Schon nach etwa 
24 Stunden wird es schwarz und undurchsichtig und gerat sehr leicht 
in Faulnis. Wird einmal der Ammoniakwert von 2 mg-°%% erreicht, so 
wachst der Ammoniakgehalt ununterbrochen weiter, und es werden 
nach 48 Stunden Werte bis 10 mg-% gefunden. Obwohl also dieser 
Weg rasch und gleichmaBig zum Endwert fiihrt, méchten wir ihn 
dennoch nicht empfehlen, da man nicht sicher genug sein kann, den 
Endwert noch unverandert zu treffen. 

Die Anwendung von noch héheren Temperaturen stellt keinen 
Vorzug dar, denn es wird nicht so sehr die Ammoniakbildung wie die 
Denaturierung des Blutes beschleunigt. Die obere Grenze, bei welcher 
das Blut in wenigen Minuten koaguliert, betrigt 67 bis 68°. Bei 41° 
fanden wir im nicht hamolysierten Blute 0,52 mg-°,, Ammoniak-N 
nach 8 Stunden und 1,5 mg-°%, nach 24 Stunden. Bei 60° wird das Blut 
nach 1 Stunde dickfliissig und im Verlauf der zweiten wird es ganz 
fest. Was die Ammoniakbildung unter diesen Umstanden anbelangt, 
so kommt sie entweder zum Stillstand, nachdem der Wert von 0,5 bis 
0,7 mg-%, erreicht ist (ungefahr der Ammoniakbildung im intakten 
Blute entsprechend), oder aber wachsen die Werte ununterbrochen 
an, bis nach mehreren Stunden einige Milligrammprozente erreicht 
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Tabelle 111. 


Ammoniakbildung im defibrinierten Schafsblut bei 39°. 

















Nr. ran fae Ammoniakgehalt Nr. a Ammoniakgeha 
Std. mg-°;, N Std. mg-9/, N 
1 4 0,205 17 24 0,83 
2 73), 0,48 18 25 1,15 
3 9 0,70 19 251), 1,0 
4 10 0,44 20 26 1,1 
5 10 0,46 21 26 1,1 
6 11 0,50 22 32 1,65 
7 11"), 0,50 23 33 1,58 
8 12 0,80 24 34 1,3 
9 121), 0,70 25 36 1.4 
10 13 0,49 26 39 1,39 
11 13 0,58 27 40 1,45 
12 148 0,48 28 48 1.65 
13 201), 0,60 29 48), 1,9 
14 22 0,72 30 56 1,76 
15 22 0,735 31 57 1,25 
16 23 1.06 
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Ammoniakbildung im Schafsblut bei 39°. 
Helle Kreise: Himolysiertes Blut. Volle Kreise: Normales Blut. 


werden. Ohne diese Befunde deuten zu wollen, méchten wir hier nur 
hervorheben, daB auch im zweiten Falle in den ersten paar Minuten 
nur ganz winzige Ammoniakmengen gebildet werden. Daraus ergibt 
sich die methodisch wichtige Feststellung, daB eine kurzdauernde 
Temperaturerhéhung des Blutes, wie sie hier und da bei der Destillation 
oder sonstwie erfolgt, fiir die Ammoniakbestimmung nicht wesent- 


lich ist. 
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Tabelle IV. 


Ammoniakbildung im hamolysierten Schafsblut bei 39°. 





Nr. seit | Ammoniakgehalt Nr seit a Ammoniakgehalt 
Std. mg-° 9 N Std mg-° 9 N 

l ] 0,25 14 9 1,4 

2 1 0,26 15 91), 1,17 
3 2 0,38 16 10 1,15 
4 3 0,50 17 11 1,6 

5 4 0.64 18 123), 14 

f Bl, 0,83 19 13 1,5 

7 6 1,15 20 14 1,5 

8 7 1,02 21 141), 1,41 
9 7 1,05 22 22 1,8 
10 7 1,27 23 22 1,68 
11 9 1,40 24 24 1,35 
12 9 1,50 25 38 1,75 
13 9 1,53 





3. Wir gehen nun zur Besprechung der Versuche mit fortlaufender 
Destillation tiber. Die Ergebnisse mehrerer solcher Experimente sind 
in der Tabelle V und der Abb. 3 dargestellt. Je nach der angewandten 
Blutmenge, der Menge des in einer einzelnen Destillation gesammelten 
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Abb. 3 
Fortlanfende Destillation ohne Boratzusatz 


Helle Kreise: Mittelwerte. Quadrate: Eine Destillation mit langen Pausen 


Destillates und je nach etwaigen Pausen zwischen einzelnen Destilla- 


tionen werden mehr oder weniger steil anwachsende Werte erhalten. 
Im Mittel wird schon nach 6 Stunden der Wert von 1,6 mg-°, erreicht. 
Dann werden Destillate ohne Ammoniak erhalten, und erst etwa nach 
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Tabelle 


Fortlaufende Destillation des Schafsblutes ohne 


Alkalisierung. 








Dauer der ganzen Ammoniak- 
Nr Destillation gehalt 
Std. mg-°/>5 N 

1 1p 0,42 

2 Mf, 0,21 

3 lie 0,17 

+ 1 0,59 

5 1 0,50 

6 1 0,53 

7 1), 0,53 

8 11), 0,50 

4 hy 0,61 
1) 2 0,98 
11 2 0,87 
12 2 0,67 
13 2 0,71 
14 2)), 0,97 
15 2, 0,78 
16 21, 0,77 
17 21), 0,75 
18 3 0.812 
19 3 1,26 
20 3 1,08 
21 3 1,025 
22 3 0,93 
23 3 0,97 
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Fortlaufende Destillation nach Boratzusatz. 








Nr Zeit seit Beginn Ammoniakgehalt 
7 Std. mg-° 
1 Anfangswert 0,1 
9 1 02 
3 2 2 
3 1 0,29 
4 se) 0,53 
5 19 0,62 
G7, a 
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Abb. 4 


Fortlaufende Destillation mit Boratzusatz. 


Ammoniak 


gehalt 


mg-° 


1,00 
0,88 
1,08 
1,10 


PD) 


~ 


> bat ihe bee CD et me OR 
= 
or or 


— 
Ss 
= Gu 


DL vo 


iid ud Soni te eu ih: ini oie eth tne, seats ea est 
5 ap ton tv wee Oo tons 
EGS" 


@Pwn~ 
Sao) 





Im 
Du 
vel 
un 
die 
Die 
die 
De 
De: 
du 
Erg 
mit 
wol 
ein 
der 
unt 
fiir 


Bec 


inté 
sub 
Die 


mit 











Ammoniakbildung im Blute. 307 


zehnstiindigem Stehen kann der Rest des Ammoniaks bis zum End- 
wert von 1,7 mg-°% abdestilliert werden. Wird die Destillation unter 
Boratzusatz ausgefiihrt (Tabelle VI, Abb. 4), so gelangt man nach 
etwa 4 Stunden zu demjenigen Wert, welcher bei intakten Blutkérper- 
chen bei 14° den Endwert der Ammoniakbildung bedeutet. Zwei weitere 
Destillationen nach 5 und 15 Stunden erhéhen diesen Wert nur un- 
wesentlich. 

4. Auf Grund der angefiihrten Versuche lag die Annahme nahe, 
daB wir es im Schafsblute mit zwei verschiedenen ammoniakbildenden 
Prozessen zu tun haben. Der eine verliuft bei intakten Blutkérperchen 
und liefert etwa 0,5 mg-°, Ammoniak-N. Durch Boratzusatz wird 
er nicht gehemmt. Bei fortlaufender Destillation mit Boratzusatz 
haben wir es also nur mit diesem ProzeB zu tun (Abb. 4), wahrend die 
fortlaufende Destillation ohne Borat die Summe dieses und des im 
folgenden niher beschriebenen Prozesses darstellt, wobei der erste 
sich u.a. in der langsamen Ammoniakbildung gegen das Ende des 
Versuchs auswirkt. 

Der zweite Vorgang tritt bei intakten Blutkérperchen nicht zutage. 
Im hamolysierten Blute liefert er weitere 1,0 bis 1,2 mg-°4 Ammoniak-N. 
Durch Boratzusatz wird dieser ProzeB gehemmt. Am _ schnellsten 
verlauft er bei fortlaufender Destillation. Mit 2 cem Blut ohne Pausen 
und beim Ubertreiben von 200 cem Destillat kann in 2,5 Stunden 
die ganze Ammoniakmuttersubstanz dieses Prozesses erschépft werden. 
Die Tatsachen, daB dieses Erschépfen desto schneller erfolgt, je kleiner 
die Blutmenge, je linger die einzelne Destillatioa (also je gréBer die 
Destillatmenge) und je kiirzer die Pausen zwischen den einzelnen 
Destillationen sind’, sprechen dafiir, daB diese Ammoniakbildung 
durch die Entfernung des Ammoniaks beschleunigt wird. Ahnliche 
Ergebnisse wurden in einigen stichprobenweise ausgefiihrten Versuchen 
mit der isothermischen Ammoniakdestillation nach Schlésing erhalten, 
woraus sich ergibt, daB wir es hier nicht mit dem direkten EinfluB 
einer Wasserdampfdestillation zv tun haben, sondern mit der Wirkung 
der Ammoniakbeseitigung. Diese Frage mulf} einer genauen Priifung 
unterzogen werden, da eine einwandfreie Bestatigung dieser Befunde 
fiir die Erklarung der renalen Ammoniakbildung von ausschlaggebender 
Bedeutung werden kénnte. 

5. Der auffallende Unterschied zwischen der Ammoniakbildung im 
intakten und im himolysierten Blute lie8 uns vermuten, da die Mutter- 
substanz des zweiten Prozesses auf Blutkérperchen beschrankt ist. 
Diejenige des ersten Prozesses kinnte sowohl nur im Serum vorkommen, 


1 Der EinfluB von Pausen ist aus Abb. 3 ersichtlich, wo eine Destillation 
mit langeren Pausen durch Quadrate abgebildet ist. 
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Tabelle VII. 





Temperatur: 14° Temperatur: 39° 


Serum 


Blutkérperchen 


Serum Blutkérperchen 


mg-/9 mg-9/» mg-°/9 mg 


Nach 9Std. 0,40 Nach 2 Std. 0,23 Nach 10Std. 0,35 | Nach 10!/, Std. 0,56 


— = 0,39 » By, | O% » 10 5 | O88 a: et 
i 0,38 » 2, | 0,64 _ ee . | Oe . ww » | O64 
» 49 , 0,32 _« @ a» | OS « = » 160 
a ae 0,67 . ae 1,4 
o aa O65 ~ we ms OS 
hk) ae 0,9 » wa ~ 1,3 
» oo ? 1,35 
i. a “ 1,4 

Hamolysiertes Vollblut: 14°. 

Nach 52 Std... . 1,05 mg-/, 
ae ‘s 


wie auch auf das ganze Blut verteilt sein. Wir haben nun eine Reihe 
von Experimenten ausgefiihrt, in denen das Serum und die Blut 
kérperchen getrennt, zum Teil unter Boratzusatz, untersucht wurden 
Die Ergebnisse dieser Experimente sind in der Tabelle VIL zusammen- 
gestellt. Die Werte der Tabelle ergeben ein noch nicht klares Bild und 
kénnen nicht als Grundlage quantitativer Betrachtungen iiber die 
Verteilung beider ammoniakspendender Substanzen zwischen dem 
Serum und den Kérperchen benutzt werden, es lassen sich aber schon 
jetzt folgende qualitative Schliisse aus ihnen ziehen: 

a) Die Ammoniakbildung ist in isolierten Blutkérperchen immer 
héher als in dem abgetrennten, unter denselben Bedingungen auf- 
bewahrten Serum. 

b) Die Ammoniakbildung im Serum wird durch Boratzusatz in 
keiner Weise gestért, diejenige in den Blutkérperchen dagegen in ganz 
erheblichem MaBe. Die letztgenannte Wirkung laBt sich schwer quanti- 
tativ erfassen, da nach einigen Stunden bei 39° unter der Einwirkung 
der Boratlésung Hamolyse einsetzt. 

ce) Die Summe der fiir Serum und Blutkérperchen gefundenen 
Werte — sowohl mit wie ohne Borathemmung — ist kleiner, wie dies 
nach den Experimenten im Vollblut erwartet werden konnte. 

d) Die Ammoniakmenge, welche im Serum bei 14° gebildet wird, 
ist so niedrig, daB sie nicht nur das Vorkommen der ersten Mutter- 
substanz im Serum allein unwahrscheinlich macht, sondern auch fiir 
die Annahme einer gleichmaBigen Verteilung im ganzen Blute einer 
besonderen Erklarung bedarf. 

Viel klarer und eindeutiger sind die Resultate, die wir mittels 
fortlaufender Destillation abgetrennter Blutkérperchen bzw. des 
Serums allein erhalten haben. Tabelle VIII bringt ein Beispiel, aus 








VI COLO 


wele! 
Amn 
etwa 
dopp 
niak! 
geho 
niak. 
die | 
hier 
Volll 
nur 
gegal 
Unte 
gerin 
nicht 
‘ 
fiir « 
eine, 
zerles 
Die a 
niak | 
die i 
das \ 
ZWise 
Expe 
grunc 
treter 
liches 
werde 
Als di 


nucle 














Ammoniakbildung im Blute. 309 


Tabelle VIII. 


Fortlaufende Destillation isolierter Blutkérperchen ohne Boratzusatz 





Nr. aon tee Ammoniakmenge a Png hI Ammoniakmenge 
Std mg-°/) N Std. mg-°\9 N 
'/, 0,5 6 33), 2,32 
2 1 1,0 7 4}/, 2.4 
3 11), 14 8 5 2.48 
4 2 1,62 9 12 2,78 
5 3 2.12 10 23 3,08 





welchem wir ersehen kénnen, daB in den isolierten Blutkérperchen die 
Ammoniakbildung unter dem Einflu®B der fortlaufenden Destillation 
etwa zweimal schneller verlauft als im Vollblut und die Endwerte etwa 
doppelt so hoch liegen, wie es der durch Borat nicht gehemmten Ammo- 
niakbildung des Vollblutes entspricht. Bei dem zu Tabelle VIII 
gehorigen Serum ergab die fortlaufende Destillation 0,9 mg-°%, Ammo- 
niak-N. Wird das Kérperchenvolumen zu 40°, angenommen, so ergibt 
die Rechnung: 0,4. 3,1 + 0,6.0,9, d.i. 1,24 + 0,54. Wir erhalten 
hier also einen Wert von 1,78, was sehr gut dem Durchschnitt fiir das 
Vollblut entspricht. Es sei aber vermerkt, daB solche klaren Resultate 
nur dann erhalten werden, wenn das Serum keine Spur einer voran- 
gegangenen Hamolyse zeigt. Bei hamolytischen Blutproben wird det 
Unterschied zwischen den Serum- und Kérperchenwerten immer 
geringer. Die Experimente mit gewaschenen Blutkérperchen sind noch 
nicht abgeschlossen. 

6. Das Vorkommen von zwei Ammoniakmuttersubstanzen wurde 
fir das menschliche Blut von L. Stanoyewitch' angenommen. Die 
eine, von ihm ,,A“ bezeichnet, wird schon bei Zimmertemperatur 
zerlegt und liefert beim Menschen 0,6 bis 1,0 mg-°4 Ammoniak-N. 
Die andere, ,, B**, spaltet nur bei einer Temperatur von tiber 25° Ammo- 
niak ab und liefert bei 37° in 24 Stunden weitere 0,6 mg-°%%, eine. Menge, 
die in den nachsten Tagen noch um 0,1 bis 0,9 mg-%, steigt. Uber 
das Verhalten beider Substanzen gegen Borat und iiber die Verteiiung 
zwischen Serum und Kérperchen finden wir keine Angaben. In unseren 
Experimenten tritt ein TemperatureinfluB nicht so sehr in den Vorder- 
grund, jedenfalls wird eine eventuelle Wirkung durch gleichzeitig ein- 
tretende Hamolyse verschleiert. Nur aus der Tabelle VIL kénnte ein ahn- 
liches Verhalten fiir die Serum-Ammoniakmuttersubstanz erschlossen 
werden. Es wiirde also der Substanz ,, B* von Stanoyevitch entsprechen 
Als die oder wenigstens eine Ammoniakmuttersubstanz wird das Adenin- 
nucleotid angenommen?. Sein Vorkommen ist auf die Blutkérperchen 


1 Bull. Soc. Chim. Biol. 18, 579, 1931. 


5 
2 Diese Zeitschr. 152. 1, 1924; 206, 150, 1928. 
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beschrankt, seine Desaminierung wird durch Boratzusatz gehemm!' 
es entspricht also der von uns in den Blutkérperchen des Schafes gy 
fundenen Substanz. Herr Dr. P. Ostern hat fiir uns einige B 
stimmungen dieses Nucleotides im Schafsblute nach der Metho: 
von Ostern und Parnas! ausgefiihrt. Er fand 25 bis 28 mg- 
Nucleotid im Volliblut, was 1,0 bis 1,12 mg-°% Ammoniak-N entsprich' 
Die Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen (vgl. fortlaufende 
Destillation ohne Alkalisierung minus eine solche nach Boratzusaty 
Tabellen V und V1) war ganz gut, und wir hielten die Identitat unseres 
K6rperchenammoniogens mit Adeninnucleotid fiir erwiesen. Nun 
zeigten aber weitere Bestimmungen von Dr. Ostern, dab trotz erfolgter 
Ammoniakbildung der Nucleotidgehalt nicht abnimmt. Es wire also 
nach diesen Experimenten dem Nucleotid die Rolle einer Ammoniak 
liefernden Substanz abzusprechen -- was mit den Ergebnissen von 
Mozolowski? unvereinbar ist —, oder aber eine Reaminierung desselben 
anzunehmen. Es ware dann aber schwer zu erklaren, was fiir eine 
Bedeutung dem Endpunkte der Ammoniakbildung zukommt, und 
warum er gerade dem Gehalt des Nucleotides an abspaltbarem N H,-N 
entspricht. Die Frage soll weiter experimentell verfolgt werden, wobei 
allerdings auch chemische Bestimmungsmethoden des Nucleotids 
herangezogen werden sollen. 

7. Wir haben auch das Pferdeblut einer ahnlichen Untersuchung 
unterzogen, um zu sehen, ob die beim Schaf gefundenen Verhaltnisse 
nur fiir diese Blutart gelten oder aber eine allgemeinere Bedeutung 














haben. In der Tabelle LX sind die erhaltenen Resultate zusammen- 
40r I - 
+ . “bw Abb. 5. 
Ng . Ammoniakbildung im Pferdeblut. 
r.. | ss ¢ Quadrate: Fortlaufende Destillation 
Pas a a ca a: eee een sea ohne Boratzusatz. 
oo |8 Schwarze Kreise: 14 bis 19°, Himo- 
a * nth lyse. 
|} @ Helle Kreise: 39°, Himolyse. 
ts 
0 5 19 a JO 


Stungen 


gestellt. Der Endwert ist hier niedrig, iibereinstimmend mit dem Befund 
von Parnas*. Andere Befunde werden mit jenen beim Schafsblut 
vergleichbar, wenn man eine bessere Resistenz der Pferdekérperchen 
annimmt. So wird der Wert von 0,9 mg-°% nur durch Hamolyse, sowoh! 
bei Zimmertemperatur wie bei 39° erreicht (Abb. 5). Der entsprechende 


1 Diese Zeitschr. 248, 389, 1932. 
2 Ebenda 206, 150, 1928. 
3 Ebenda 155, 247, 1925. 








m— mn N we 


Wer 
siert 
(Ab 
belle 


0.71 


Bi 





ence 
satz 
SETS 
Nun 
ater 
also 
niak 
von 
Iben 
eine 
und 
4,-N 
‘obei 
»tids 


lung 
nisse 
tung 
nen- 


fund 
sblut 
chen 
woh! 
ende 


Ammoniakbildung im Bhlute. 


Tabelle 


IX. 


31] 





Vollblut 


eit Ammoniak-N Zeit 


serum 


Blutkorperchen 


Himolysiertes Blut 


Ammoniak-N Zeit 


Ammoniak-N Zeit Ammoniak-N 


std mg-' Std. mg Std mg Std mg 
Ammoniakbildung im Vferdeblut bei 14 bis 19°C. 
gl), 0,29 91), 0,29 gl), 0,29 6 0,32 
25 0,41 23 0,25 241), O15 7 0,325 
2 0,40 241), 0,167 a 0.50 20 0.60 
2, 0,37 32° 0,29 48 0,342 24 0,80 
i 0.45 48 0.325 50 0,34 291), 0.95 
48 0.33 57 0.37 71 0.78% : 
71 0,60 71 0,42 
Ammoniakbildung im Pferdeblut bei 39°C. 

61/y 0.325 61, 0,825 64, | 0,825 1 0.45 
7 0.33 a 0.325 7, (),207 2 0,44 
S 0,25 8 (0,225 7, 0.33 3 0.37 
211), 0.565 22 0.45 a 0.68 4 0.36 
2 0.575 30 0,52 221, 0.70 6 0.78 
24 0.55 46 0,46 a 0,425 6 0.85 
30 0.61 57 0.44 291), 1,0 7 0,64 
3 0,76 69 0.45 ys 0.7 19 0.88 
46 0,56 33 0,72 23 0,90 
57 0,645 46 0,685 
69 0.64 53 0,66 

57 O.85 

69 0.835 





Wert fiir das Serum allein schwankt um 0,4 mg-%, fiir nicht hamoly- 
siertes Vollblut um 0,7 mg-%, fir Blutkérperchen allein um 0,85 mg-°%, 
(Abb. 6). Die fortlaufende Destillation des Vollblutes fiihrt hier (Ta- 
belle X) zu einer nur langsamen Ammoniakbildung mit dem Endwert 
0,7 mg-%. 
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Abb. 6. Pferdeblaut. 


Voliblut bei 39° 
Vollblut bei 14 bis 19 


Obere ausgezogene Linie: 
Untere ausgezogene Linie: 
Obere gestrichelte Linie: Serum bei 39°. 
Untere gestrichelte Linie: Serum bei 14 bis 19°. 
Helle Kreise: Blutkérperchen bei 39°. 
Schwarze Kreise: Blutkirperchen bei 14 bis 19° 
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Tabelle X. 


Fortlaufende Destillation von 5cem Pferdeblut ohne Boratzusatz. 





P ; Erhaltene : ; Erhaltene 

Zeit seit Pmenrcnntrse Zusammen Zeit seit snotty. Zusammer 

Anfang menge Ammoniak Anfang menge Ammoniak 
Std. mg-9/> N | mg-°/,5 N Std. mg-9') N mg-°/,) N 
0,5 0,12 0,12 5,5 0,07 0,38 
1,5 0,07 019 7,5 0,06 0,44 
2,5 0,06 0,25 i2,0 01 0,54 
35 | 0,06 0,31 23,0 0,18 0,72 





Zusammenfassung. 

1. Es wurde die Ammoniakbildung im Schafsblute verfolgt und 
in zwei Komponenten zerlegt. 

2. Der eine Ammoniak liefernde Vorgang verliuft bei Zimmer- 
temperatur in 24 Stunden, bei 39° in 7 bis 8 Stunden und liefert etwa 
0,5mg-% N. Er wird durch Boratzusatz wieder gehemmt und ist 
die einzige Ammoniakbildung, die man im isolierten Serum vorfindet. 

3. Der andere Ammoniak liefernde ProzeB, dessen Muttersubstanz 
auf Blutkérperchen beschrankt ist, setzt erst bei Himolyse ein. Er wird 
durch Boratzusatz gehemmt. Fortlaufende Destillation ohne Borat- 
zusatz ist die geeignete Methode zur Bestimmung dieser Kom- 
ponente, wobei eine ahnliche Prozedur mit Boratzusatz als Kontrolle 
dient. Im Schafsblut fiihrt diese Ammoniakbildung zu den Werten 
von 1,0 bis 1,2 mg-°%% Ammoniak-N, was dem Gehalt dieses Blutes an 
Adeninnucleotid (25 bis 28 mg-°,) gut ents;richt. 

4. Eine kurzdauernde Erhitzung des Biutes selbst bis auf 60° ist 
fiir die Ammoniakbestimmung ohne wesentlichen EinfluB. 

5. Im Pferdeblut werden ahnliche Verhaltnisse gefunden. 


Herrn Prof. Parnas danken wir fiir das Interesse und die Kritik, die e1 
dieser Arbeit entgegenbrachte. 
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Uber den Verlust des mitogenetischen Strahlungsvermégens 
des Blutes: a) bei lingerem Stehen in vitro, b) nach der 
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht. 


Von 


A. M. Karpas und M, N, Lanschina. 


Aus dem Laboratorium fiir experimentelle Biologie des Forschungsinstituts 
in der Krim (Simferopol). } 


(Eingegangen am 21, Juli 1932.) 


I. 


Das Erléschen der Blutstrahlung von in vitro aufbewahrtem, 
himolysiertem oder vor Gerinnung durch MgSO, geschiitztem Blut 
wurde schon von A. und L. Gurwitsch, Potozky und Zoglina, und Salkind 
festgestellt. Die Ursache dieser Erscheinung wurde indessen bisher 
nicht geklart. Es kénnte sich namlich entweder um das Versagen der 
Blutfermente oder um Erschépfung des Substrates fiir ihre Wirksamkeit 
im aufbewahrten Blute handeln. 

Da eine Reihe von Untersuchungen im Laboratorium von Gurwitsch 
auf die groBe Bedeutung der Glykolyse als Quelle der Blutstrahlung 
hinwiesen, erschien es uns angezeigt, zur Entscheidung der auf- 
geworfenen Frage die Strahlungsverhaltnisse nach Zusatz von Glykose 
zu dem bereits inaktiv gewordenen Blute zu priifen. Sollte unter diesen 
Umstanden wieder Blutstrahlung auftreten, so ware natiirlich mit 
einem Schlage zweierlei bewiesen: erstens, daB beim Stehen des Blutes 
keine merkbaren Veraénderungen des in Frage kommenden Ferments 
sondern nur Verbrauch der Glykose in Betracht kommt, und zweitens, 
da8 die Blutstrahlung wesentlich mit dem Zuckerverbrauch zusammen- 
hingt, d. h. auf Glykolyse beruht. Bei negativem Ausfall des Versuchs 
hatte man nach anderen Erklarungen zu suchen. 

Es wurde von uns die Hefe-Agarmethodik benutzt, die schon 
vielfach beschrieben und neuerdings in der Monographie von Gurwitsch 
kritisch beleuchtet wurde. 

Wir gingen zunachst von einer Nachpriifung der vorliegenden 
Befunde aus. Zwei Versuche dieser Serie mégen als Belege angefiihrt 
werden. 


21* 
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1. Frisches Mauseblut, zur Halfte mit 4°, MgSO, verdiinnt w 


sofort zur Induktion benutzt. Induktionseffekt 40,2%. Na Su 
1, Stunde mit dem gleichen Blute Induktionseffekt 1,5 %. wa 
2. Kaninchenblut, auf FlieBpapier aufgefangen, im trocken Ls 

cr 


Zustande mit destilliertem Wasser aufgeweicht (haimolysiertes Blut 
Induktion sofort, Effekt = 33,3°,, nach 15 Minuten = 7%, nac! Ve 





25 Minuten = 5%). 7 
Also Verlust des Induktionsvermégens nach etwa 15 Minute: 
Es wurden nun Versuche angestellt, in denen zu dem inaktiv 
wordenen Blute Glykose in einer Konzentration von etwa 0,5 bis | 
zugesetzt wurde. Die Ergebnisse sind in der Tabelle I zusammengestellt 
Tahe lle - 
wil Strahlungsquelle: Dasselbe Blut na 
Tierart a. H&imolysiertes Blut Glykosezusatz 
ach Himolyse 
soi hat rats Induktionseffekte in 
Kaninchen ...... 45 Min. 11,9 38,1 
Ratte 1Std.30 , 1,05 29,24 4b 
Ratte oo — 2,95 38,75 zei 
Katze Ho ae ery er ta be : Qo « 3,65 28,12 for 
Kaninchen . . . . . . es ~ 6,8 30,3 ™ 
Kaninchen a 26.1 
Kaninchen es a 28,96 
Hase . ba We a 27,16 = 
: : Ze 
Aus der Tabelle I geht deutlich hervor, daB die geschwwadene ; 
» Gly 


Blutstrahlung nach Glykosezusatz vollstandig restituiert wird, dali 
es sich also bei dem Strahlungsschwund ausschlieBlich um Verbrauch 
des Substrats gehandelt hat. Wir versuchten, dieses Ergebnis noch 5S 





deutlicher zu machen, indem wir etwa 1 Stunde 45 Minuten nach dem , 
ersten Glykosezusatz noch einmal ebensoviel Glykose zusetzten. Jedoch 4 
wurde die Blutstrahlung, die noch 1 Stunde 45 Minuten nach dem : 
ersten Glykosezusatz anhielt, durch den erneuten Zusatz vollstandig 4 
unterdriickt (Tabelle IT). 4 
4 
Tabelle II. 
1 Stunde 30 Minuten nach der Hamolyse wurde Glykose zugesetzt und 
1 Stunde 45 Minuten spater der Induktionseffekt zum ersten Male gepriift (1). dus 
Dann wurde zum zweiten Male Glykose zugesetzt und wiederum Induktions- ; 
versuche angestellt (I1). das 
die 
I 1 
0 0 
0 o* 
fin 
__.. eee 39,6 — 2,89 erh 
Ratte .... Ps 47.9 — 2,95 (di 
aa ee 35,5 1,14 . 
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Daraus war zu schlieBen, daB ein Uberma von Glykose die 
Strahlung hemmt und das Aufbewahren des hiamolysierten Blutes 
1 Stunde 30 Minuten 
| Stunde 45 Minuten nach Glykosezusatz den Zuckergehalt noch nicht 


waihrend ohne Glykosezusatz und  wiahrend 


venugend herabsetzt. Weitere Versuche haben die Richtigkeit dieser 
Vermutung erwiesen. Ein einmaliger Glykosezusatz zu frisch haimo- 
lysiertem Blute bringt dessen Strahlung zum Schwinden (Tabelle ITI). 


Tabelle Ill. 
Rattenblut. 





Frisch himolysiertes Blut Dasselbe mit Glykosezusatz 


Induktionseffekte in © 


55.4 0 
40,37 — 1,64 
56,06 — 1,72 


Wird dagegen das Blut nach dem ersten Glykosezusatz etwa 
4 bis 5 Stunden aufbewahrt, wobei es bei der Priifung sich bereits inaktiv 
zeigt, so wirkt der nun erfolgende weitere Zusatz von Glykose wiederum 


fordernd. 


Tabelle 


iv. 


Hamolysiertes Rattenblut. 





Sprossen- 


Induktion 


Zeit nach dem = zahl (9/9) —— Induktions- nach weiterem Kontrolle, [nduktions 

ersten in der a effekt Glykosezusatz, Sprossen- effekt 
Glykosezusatz induzierted Kontrolle Induktionskultur zahl 

Kultur (Sprossenzahl) 

5 Std. 7,06 7,12 — 0,8 10,68 7 44.59 
‘>. 6.43 6,93 7,21 10.0 7.12 40.30 
eS . 7 7,43 — 5,78 11,25 S 40,62 
a 7,75 7,62 1,7 9.69 6,75 43,55 
4, 6.75 6,81 0.88 10,12 6,87 77.3 
4, 45 Min 7,31 7,25 0,52 10,06 7.06 42.85 
er ae 7,62 7,68 0,78 11,43 7.43 53,7 
4, 7,12 7,12 0) 9,93 6,87 44.49 
4 45 7,06 6,93 11,86 9,75 6,87 41,91 





Diese Befunde erscheinen uns ganz eindeutig: ist der Zuckervorret 
des Blutes im wesentlichen verbraucht, so hat erneuter Glykosezusatz 
das Wiederauftreten der Strahlung zur Folge. Es lassen sich demnach 
die Ergebnisse wie folgt zusammenfassen : 

1. Im hamolysierten, in vitro lingere Zeit aufbewahrten Blute 
findet Glykolyse (Zuckerschwund) statt. Das glykolytische Ferment 
erhalt sich dagegen im Verlauf von mindestens 5 Stunden unverandert 


(die Grenzwerte fiir die Fermentwirkung wurden vorlaufig nicht geprift). 
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2. Ein Uberschu8 von Glykose im Blute fiihrt zur Herabsetzuny, 
ja sogar zur volligen Hemmung der Strahlung. 

3. Die Blutstrahlung laBt sich unter unseren Versuchsbedingung: 
als reine Glykolysestrahlung erkennen, was bei der Spektralanalyse 
zur Feststellung des glykolytischen Strahlungsspektrums im Labora- 
torium von Prof. Gurwitsch verwertet wurde. 


Il. 


Zur Vertiefung unserer Vorstellungen iiber das Zustandekommen 
der Blutstrahlung im speziellen und die Beziehungen zwischen Ferment. 
und Strahlenwirkung im allgemeinen, erschien es uns von Interesse, das 
Verhalten des Blutes gesunder Tiere nach Bestrahlung desselben mit 
ultravioletten Strahlen hoher Intensitaét (des mitogenetischen Gebietes) 
zu prifen. Da uns in unserem Laboratorium kein Quarzspektrograph 
zur Verfiigung stand, konnten wir diesen Teil der Untersuchungen nur 
in Leningrad durchfiihren, wo der eine von uns (Karpas) im Laboratorium 
von Prof. Gurwitsch (Institut fiir experimentelle Medizin) freundliche 
Aufnahme fand. 

Die Versuchsanordnung war die folgende: 


Als Lichtquelle wurde spektral zerlegtes Bogenlicht (Eisenbogen, 
Wellenbereich zwischen 2300 bis 2500 A) gebraucht. In etwa 80 bis 
100 cm Abstand von der Lichtquelle wurde eine vorn mit einer Quarz- 
wand versehene vertikale Kapillarkammer aufgestellt, deren Hohe 1,3 em, 
Breite 1,5 cm, Tiefe nur 0,5 mm betrug. Es konnte daher angenommen 
werden, daB trotz des hohen Absorptionskoeffizienten des Blutes dic 
sehr diinne Schicht in ihrer ganzen Tiefe der, wenn auch abgeschwachten, 
Wirkung des Ultravioletts ausgesetzt wiirde. Die Kammer wurde mit 
frischem, mit MgSO, (4%) zu gleichen Teilen versetztem Blute gefiillt 
und sofort der Bestrahlung ausgesetzt (2 bis 4 Minuten). Sofort darauf 
wurde das Blut in eine offene Kapillarkammer iibertragen und in 
gewohnlicher Weise auf ihr Strahlungsvermégen geprift. Als Kontrolle 
wurde eine zweite Portion des gleichen Blutes in einer anderen Kapillar- 
kammer wahrend der Bestrahlung der Versuchsportion aufbewahrt und 
ebenfalls erst nach 2 bis 4 Minuten zu Induktionszwecken benutzt. 
Die Ergebnisse sind aus der Tabelle V zu ersehen. 

Es entsteht naturgemaéB die Frage: Wie ist die Einwirkung der 
Strahlen auf die Blutstrahlung bzw. auf den Chemismus des Blutes 
zu deuten? Handelt es sich um Zerst6rung oder Schadigung des Blut- 
ferments, oder um Ersatz des glykolytischen Ferments, d.h. um 
intensive Zuckerspaltung, die bereits im Laufe der 2 bis 4 Minuten eine 
Verarmung des Blutes an Glykose mit sich bringen miibte, die das 
Ausbleiben der Strahlung zur Folge hatte ? Eine Entscheidung ist leicht 
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Tabelle V. 


Versuch 3 Kaninchenblut, die iibrigen Mauseblut. 





Induktionseffekt mit | Induktionseffekt mit 


Bestrahlungs- — dem bestrahlten Blut} dem Kontrollblut 


dauer 

4 Min — 13,9 34,3 
2 — 0,2 24,3 
my — 38 21,2 
ee - 5 46.5 
$3. 4.2 26,6 
a0 « 6.3 22.7 
a” « 6 19,5 
$5 . 4 30.9 
35 . 0 21 


zu treffen, indem man dem inaktivierten Blut etwas Glykose zusetzt. 
Sollte wieder Strahlung auftreten, so ware zugunsten der zweiten 
Alternative entschieden. 

Wir konnten wahrend unseres kurzen Aufenthaltes in Leningrad 
nur drei derartige Versuche anstellen, die aber simtlich eindeutig in 
letzterem Sinne ausfielen (Tabelle VI). 


Tabelle VI. 
Mauseblut mit MgSQ,. 





Induktionsergebnisse mit dem Desgleichen mit Zusatz 
Finwirkungsdauer bestrahlten Blut ohne Glykose von Glykosé 
des Ultravioletts = 
Induktion Kontrolle Effekt Induktion Kontrolle Effekt 
3.5 Min. 9,2 98 —6% 11,5 8.8 30,7 % 
a0 » 9,5 9,9 —4% 11,5 9 27,1 % 
ap ss 7,1 7,1 0 9,9 7,6 30,3 % 


Soweit man aus diesen allerdings spairlichen Ergebnissen schlieBen 
kann, liegt die Annahme nahe, daB bei Bestrahlung mit intensivem 
Ultraviolett von 2300 bis 2500 A ein Verbrauch der Glykose im Blute 
stattfindet, d. hh. daB die Strahlen das glykolytische Ferment ersetzen. 











Uber die Entstehung der Apfelsiure bei der alkoholischen 
Giirung in Gegenwart von Asparagin und Asparaginsiure. 


Von 
Kk. Glimm und M. Nitzsehe. 


(Aus dem Institut fiir Nahrungsmittelechemie und landwirtschaftlich: 
Gewerbe der Technischen Hochschule zu Danzig.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1932.) 


Die Herkunft der bei der alkoholischen Garung mit Hefe unte: 
bestimmten Bedingungen auftretenden Apfelsdure ist noch nicht vollig 
geklart. 


Es ist mehrfach, so von Tait und Fletscher (1) und Lampitt (2), di: 
Vermutung ausgesprochen worden, daB die Muttersubstanz der Apfelsdiur 
das Asparagin sei. Swoboda (3) hingegen fand, daB nur der Amid-N ab 
gebaut wird, wihrend die Aminogruppe erhalten bleibt. Apfelsdure tritt 
hiernach nicht auf. 

Uber den Abbau des Asparagins und des Glutamins durch Hefe und 
Bakterien liegt bereits ein groBes Tatsachenmaterial vor. Zu unterscheiden 
ist dabei prinzipiell zwischen Spaltungen im alkalischen und Spaltungen 
im sauren Medium. Das alkalische Milieu pu 7,9 bis 8,1 ist nach den 
Forschungen von Ff’. W. Gaddes und A. Hunter (4) der Wirkungsbereich de 
aus Hefe und aus verschiedenen Bakterienarten extrahierbaren Asparaginas: 
Die genannten Verfasser erhielten asparaginasehaltige Extrakte durc! 
Ausziehen von zerriebenen Hefezellen oder von Kalbsleber mit Wasser 
oder Glycerin. Das durch Safraninfallung gereinigte Enzym hydrolysiert 
nur die Amidgruppe von Asparagin und Glutamin, die Aminogruppe dieser 
Amine wird nicht angegriffen, ebensowenig die Amidgruppe anderer Saure 
amide. Das Enzym beeinfluBt die Reaktionsgeschwindigkeit des Systems 
Asparagin + Wasser *> asparaginsaures Ammonium. Das Enzym_ wird 
bereits bei 55° unwirksam und wird durch Behandlung mit Alkohol, Ather 
und Aceton geschidigt. 

Der Angriff auf das Asparagin bei niederem py (etwa 4 bis 6) ist nach 
Schmalfuss und Mothes (5) bei Versuchen mit Aspergillus niger offenba 
dem auf die Asparaginsaure gleich. Amino- und Amidstickstoff nehmen 
in Prozenten ihres Anfangswertes iibereinstimmend ab. Das Asparagin 
molekiil wird so gesprengt. daB die Aminogruppe desaminiert wird, wobei 
nun, und das scheint sehr bedeutungsvoll, die Amidgruppe ebenfalls ab 
gespalten wird. Es besteht die berechtigte Vermutung, daf} diese Des 
aminierung des Asparagins bei saurer Reaktion nicht identisch ist mit 
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r Desaminierung bei hohem py. In alkalischem Medium greift Aspergillus 
ger zunachst nur die Amidgruppe an. Hierin liegt offenbar eine Uberein- 
stimmung mit der Ansicht jener Forscher, die die Desaminierung der 
\minogruppe scharf von der Desaminierung der Amidgruppe trennen 
nd jenen ProzeB als einen Oxydationsvorgang unter dem EinfluB eines 
Hisenkatalysators autfassen. 

Es interessieren hier vorerst die Versuche, die in saurem Medium 
angestellt worden sind, da dies der praktischen Verwendung der Nahr- 
stoffe, sowohl bei der Hefereinzucht als auch bei dem Garverfahren 
der Technik, entspricht. 

Die Frage, ob bei der Abspaltung der NH,-Gruppe der Amino- 
siuren Fermente mitwirken, um einerseits Ammoniak loszuldsen, 
andererseits den stickstofffreien Rest zu oxydieren, konnte  bisher 
noch nicht mit Sicherheit beantwortet werden. Nur in einem einzigen 
Falle beim Tyrosin -—— hat eine Desaminierung durch ein Enzym 
nachgewiesen werden kénnen. Der Abbau der Aminosdiuren durch Hefe 
wird heute als eine oxydative Desaminierung betrachtet, die tiber die 
Iminosaiure, die Ketonsaure oder tiber das Imin zunachst zum niederen 
Aldehyd fiihrt. F. Ehrlich (6) war es gelungen, nachzuweisen, da{ 
beim Abbau der Glutaminsiure Bernsteinsiure entsteht. C. Neuberg 
und M. Ringer (7) hatten gezeigt, daB die f-Ketoglutarsiure durch 
Hefe in Bernsteinsiure umgewandelt wird. Demzufolge nimmt C. New- 
berg (8) als erste Abbaustufe der Glutaminsaéure durch Hefe Oxoglutar- 
siure an, die dann weiter iiber die 8-Aldehydopropionsaéure (Aldehyd- 
bernsteinséure) in Bernsteinséure verwandelt wird; die Umwandlung 
yon Glutaminsaure in Bernsteinséure ist dann durch folgende. Formel- 
bilder wiederzugeben: + 
HOOC.CH(NH,)C H,.CH,COOH — HOOC.CO.CH,.CH,COOH 

CHO.CH,.CH,. COOH — COOH. CH,.CH,.COOH. 


Die Uberfiihrung der Aldehydopropionsiaure in BRernsteinsdure erscheint 
als eine Oxydationsgaérung, die zwar selten vorkommt, aber z. B. durch 
die Citronenséuregaérung des Zuckers, die auch unter LuftabschluB 
eintreten kann, belegt ist. Die Umwandlung der Glutaminsiure in 
Oxoglutarsiure kann nach den bisherigen Erfahrungen nur mit lebender, 
girtatiger Hefe erreicht werden. Die bei der alkoholischen Garung auf- 
tretende Bernsteinsiure ist also das Endprodukt des Glutaminsaure- 
abbaus, dem ein Abbau des HefeeiweiBes vorangegangen sein mufi. 
Wendet man das Schema Fhrlichs iiber den Glutaminsiureabbau auf 
den Abbau der Asparaginsiure an, so mite man als Endprodukt 
Malonséure erwarten. Diese konnte aber von Lhrlich, der auch Versuche 


iiber den Abbau der Asparaginsaure anstellte, nicht aufgefunden werden. 
Aus dem Atherextrakt schied sich ein eigentiimlich riechendes, in Wasser 
unlésliches O61 ab. Das Ol ist vielleicht Cumalinséiure, die aus dem 
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intermediaren Malonséurehalbaldehyd durch Kondensation entsteht. Avs 
den Untersuchungen von Pechmann (9) ist die auBerst starke Neigunyg 
zur RingschlieBung des Malonsdéurehalbaldehyds bekannt.  EFhrlic) 
hat damals weitere Untersuchungen mit dem von ihm erhaltenen ()| 
nicht vorgenommen. Es ist auch méglich, daB die beim Asparaginséure. 
abbau intermediar gebildete Oxalessigsiure sofort weiter in CO, und 
Acetaldehyd gespalten wird, so daB Malonsaiurehalbaldehyd, der, wi 
Neuberg fand, gegen Hefe besonders unbestandig ist (20), bzw. Malon- 
siure nicht entstehen. 


Die Hauptaufgabe dieser Arheit war, festzustellen, ob bei normalem 
Garvorgang Apfelsiure entsteht und ob die Anwesenheit von Asparagin 
als Stickstoffnahrung die Bildung von Apfelsdure férdert. Weiterhin 
galt es festzustellen, ob das Asparagin quantitativ in Apfelsiure 
iibergeht, und ob durch die auftretende Saéuerung die Garung vor- 
zeitig unterbrochen wird. 


Asparagin ist bereits mehrfach als eine der Muttersubstanzen der 
Apfelséiure angegeben worden, doch liegen auch widersprechende Befunde. 
z. B. von Dakin (10), vor. So fand Lampitt, der nach seinem Vorgange1 
Effront (11) in alkalischem Medium arbeitete, betriachtliche Mengen Apfel- 
siure. 2 g Asparagin und 10 g PreBhefe wurden mit wenig Wasser gemischt 
und 6ccem NaOH hinzugegeben, die Mischung auf 100 aufgefiillt und der 
Garung iiberlassen. Unter den fliichtigen Saiuren fand Lampitt Propion- 
siiure und Essigséiure, unter den nichtfliichtigen Sauren besonders Apfel- 
siure. Dakin priifte als mégliche Vorstufen der Apfelsiurebildung Oxy 
glutaminsaéure, Ornithin, Arginin, Prolin, Hydroxyprolin, Glutaminséure. 
Asparaginséiure und Asparagin. Er fand jedoch, daB bei Zugabe dieser 
Substanzen haufig weniger Apfelsiure entstand als bei Kontrollen ohne 
diese Substanzen. Als guter Apfelsiurebildner erwies sich jedoch die Fumar- 
sdure. Ganz allgemein war die Apfelsiurebildung in saurer Lésung geringer 
als in neutraler und alkalischer, wie sie durch Zugabe von CaCO, oder 
Na,CO, erreicht wurde. S. Kostylschew und Frey (12), welche die bei der 
Hefegaérung in Gegenwart von CaCO, auftretenden Saéuren untersuchten, 
fanden betrachtliche Mengen Apfelséure. Sie halten es fiir kaum zweifelhaft, 
daB die Apfelsiure aus Eiweifprodukten herstammt. Die genannten Ver- 
fasser fiihren zur weiteren Deutung ihrer Untersuchungen das bekannte 
Abbauschema der Asparaginséure tiber ihre «-Ketoséiure (Oxalessigsaure) 
an und erwahnen, daB die Carboxylase diese unter Abspaltung von 2 Mol 
CO, in Acetaldehyd iiberfiihrt. Die Bildung von Apfelséure aus Asparagin- 
siure tiber Oxalessigsiure erscheint aber nur dann mdéglich, wenn man 
annimmt, da®B die Ketosiure schneller zur Oxysaéure reduziert wird, als die 
Carboxylasespaltung erfolgt. Die Oxysaéure wird durch Carboxylase nicht 
mehr angegriffen. Géarungsversuche unter Zusatz von Asparaginséiure oder 
Asparagin haben Kostytschew und Frey nicht vorgenommen. In Wirklichkeit 
kann aber Oxalessigsiure auch eine andere Herkunft als aus EiweiB be- 
sitzen, indem sie ja aus saccharogen entstandener Bernsteinséiure oder 
Fumarséure hervorgeht. Tatsiéchlich hatten Newberg und Gorr (21) sowie 
P. Mayer (22) gezeigt, daB Hefe und tierische Gewebe Apfelséiure aus 
Oxalessigsiure bilden kénnen. 
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Aus all diesen Arbeiten erkennt man die vielgestaltigen Méglich- 
keiten, die zur Bildung von Apfelsaure fiihren. Die Entstehung der 
Apfelsiure bei der alkoholischen Garung der Hefe erscheint am ¢in- 
leuchtendsten erklart durch die oben geschilderte Auffassung von 
Kostytschew und Frey, die eine Reduktion von Oxalessigsiure annehmen, 
ehe die Carboxylasewirkung an den Carboxylgruppen eingesetzt hat. 
Voraussetzung dazu ist die Existenz einer geschiitzten Carboxylgruppe, 
wie sie im Asparagin vorhanden ist. Der Abbau des Asparagins wiirde 
dann so erfolgen, daB zuerst der Aminostickstoff angegriffen wird, so 
daB die an dieser Stelle auftretende Ketogruppe noch reduziert werden 
kann, ehe der Amidstickstoff abgebaut ist. 

Schmalfuss und Mothes nehmen hingegen an, und diese Anschauung 
wird auch durch die selbst ausgefiihrten Analysen bestatigt, daB ein gleich- 
zeitiger Abbau des Amino- und Amidstickstoffs stattfindet. Es kann nun 
sein, daB der Angriff an einem Molekiil an beiden Stellen gleichzeitig ge- 
schieht, es besteht aber auch die Méglichkeit, daB an einem Molekiil erst 
die Aminogruppe und gleichzeitig an einem zweiten Molekiil die Amid- 
gruppe angegriffen werden. In diesem zweiten Falle wiirde dann die Um- 
wandlung in die Apfelséure erfolgen. 

Sollte Oxalessigsiure selbst, in der also die Carboxylgruppe nicht 
geschiitzt ist, zu Apfelsiure reduziert werden, so miiBte nicht nur aus 
Asparagin, sondern auch aus Asparaginsdure, vorausgesetzt, dab diese 
iiber Oxalessigsiure abgebaut wird, ebenfalls Apfelsiure entstehen. 
Um dies zu priifen, wurden auch Garungen mit Asparaginsaiure an- 


gesetzt. 
Die Desaminierung des Asparagins wihrend der Girung. 


Die folgenden Versuche sollen den Abbau des Asparagins bei der 
Vergirung einer asparaginhaltigen Nahrlésung mit Hefe klaren, soweit 
sich dies durch Ermittlung der Stickstoffwerte feststellen lat. 


Zu diesen Versuchen wurde die fiir das Hefewachstum giinstige Nahr- 
lésung nach Sérensen benutzt. Es wurde bei diesen und allen spéteren 
Versuchen stets unter gleichen auBeren Bedingungen gearbeitet, um ein- 
wandfreie Vergleiche ziehen zu kénnen. Die zu vergairenden Fliissigkeiten 
wurden mit verdiinnter Schwefelsiure auf ein Anfangs-pyH von 4,0 ge- 
bracht. Die pu-Zahl wurde mittels Indikatoren nach Michaelis bestimmt. 
Die Garungstemperatur war stets 25°. Das verwendete Hefematerial 
stammte von der PreBhefefabrik Krepin, Stettin, und wurde aus einer 
Backerei bezogen. Das Asparagin war ,,Asparagin Merck**. Die Bestimmung 
des Ammoniakgehaltes in der Lésung erfolgte nach A. Schittenhelm (13). 
Der Amidstickstoff wurde nach Sachse bestimmt, indem die vergorene 
Lésung mit 4° iger Schwefelsiure 3 bis 4 Stunden lang am _ RiickfluB- 
kiihler gekocht und nach der Neutralisation der Ammoniakbestimmung 
unterworfen wurde. Der fiir das Ammoniak ermittelte Wert wurde vom 
gefundenen Wert abgezogen. Um die Werte fiir den Amino-N zu erhalten, 
wurde vor und nach der Amid-N-Bestimmung die Sérensensche Formol- 
titrationsmethode angewandt. 





322 E. Glimm u. M. Nitzsche: 


Die angegebenen Methoden wurden mit Hilfe einer bekannten Versuc} 
lésung auf ihre Genauigkeit gepriift. Die Versuchslésung enthielt 1,000, 
Ammoniumphosphat, 1,0000g Asparagin und 1,0000g¢ Asparaginsiiu: 
Sie wurde auf 100 ccm aufgefiillt und davon 10 ccm Lésung fiir die Analy 
verwandt. Die gefundenen Werte waren stets in bester Ubereinstimmun: 
mit den aus der Einwage errechneten. In 700 ccm einer 10° igen Zuck: 
ldsung, die vorher aufgekocht wurde, um den Froschlaichbazillus, dess; 
Sporen haufig im Zucker enthalten sind, zu zerstéren, wurden 2,1 g Asparagi: 
14g MgSO, und 3,5 g¢ KH,PO, gelést. Die Lésung wurde mit verdiinnt, 
Schwefelséure auf po = 4 gebracht. Je 200 cem wurden in zwei ! 9- Lite: 
flaschen mit 2g frischer PreBhefe versetzt, mit Garverschliissen versehe) 
und im Thermostaten bei 25° der Garung iiberlassen. Die Géarung setzt 
bald ein und war am zweiten Tage am stiirmischsten. Nach 3 Tagen hatt, 
sich die Hete klar abgesetzt, die Schaumbildung war verschwunden, Kohle: 
siureentwicklung trat nicht auf. In anderen Versuchsserien wurden 2,s 
und 3,5 g Asparagin unter sonst gleichen Garungsbedingungen verwendet 
Die Garungen verliefen auBerlich stets gleich. 

Der Ammoniakstickstoff, der Aminostickstoff und der Amid-N wurde: 
in der frisch bereiteten Lésung bestimmt und dann dieselben Werte in de: 
vergorenen Lésung ermittelt. Die pxH-Zahl wurde bei Beginn und am Enc: 
der Gairung bestimmt. Das Ende der Garung wurde daran erkannt, da! 
die Lésung klar geworden war und aus der Fliissigkeit Kohlensaureblaschen 
sich nicht mehr entwickelten. 


Die Versuchsergebnisse sind in den folgenden Tabellen I und If zu- 
g 
sammengestellt. 
Tabelle I. 





t Vor der Géarung. 
Ansatz ’ , . . ‘ Differenz 
Nr. Asparagin Pu Amino-N Amid-N Gesamt-N Amino-A! 
l 03 4,1 31,4 31,1 62,5 0.3 
2 0,4 4.0 41.9 41,4 $3.3 0,5 
3 05 4,0 52.9 52,0 104,9 0.9 


Tabelle II. 


Nach der Garung. 





Ansatz pe 1. Differenz Tide aes Vee a a 
Nr. Pu Amino-N Amid-N  4amino-Amid N4Hs-N Gesamt-N > see & 
1 8,06 8.1 5.8 2,3 0,77 14,67 47,8 
2 3,2 14.8 11,1 3,7 1,26 27,16 56,2 
3 3,3 33,6 23,9 10,6 2.07 58.67 46.2 


Aus den Tabellen I und IT ist folgendes ersichtlich: 

1. Aus Nahrlésungen, die als Stickstoffnahrung 0,3 bis 0,5° 
Asparagin enthalten, nimmt die gleiche Hefemenge stets annahernd 
die gleiche Stickstoffmenge auf. 
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2. Die Differenz zwischen Amino- und Amid-N wird wahrend der 
Garung gréBer und wachst mit der Asparaginzugabe. Die Amidgruppe 
wird also bevorzugt angegriffen. 

3. Bei steigendem Asparaginzusatz zur Garfliissigkeit steigt der 
NH,-N in der vergorenen Lésung. 

4. Die py-Zahl fallt wihrend der Gairung stets ab. Dieses Absinken 
wird bei steigendem Asparaginzusatz und zunehmendem Freiwerden 
von NH,-N kleiner. Es ist also am starksten bei der kleinsten Asparagin- 
zugabe. 

Die Bildung von Apfelsiure wihrend der Girung. 


An analytischen Daten wurden bei den folgenden Garversuchen 
stets ermittelt: Apfelsiure, Hefeausbeute, Trockensubstanz und Stick- 
stoffgehalt der Hefe, Stickstoffgehalt der Lésung vor und nach der 
Garung. Die Stickstoffbestimmungen erfolgten nach Kjeldahl; bei 
den Stickstoffbestimmungen der Hefe wurden stets 0,5 g der Trocken- 
hefe verwendet. Die Trockenbestimmungen erfolgten bei 105° bis zur 


Gewichtskonstanz. 


Bestimmung der Apfelsiiure. 


Die quantitative Bestimmung der Apfelsiure versuchten wir auf 
elektro-titrimetrischem Wege nach P. Dutoit und M. Duboux (14) auszu- 
fiihren. Es ist dies eine Methode, die es erméglichen soll, Apfelsaure und 
Bernsteinséure nebeneinander zu bestimmen. 

Bei Versuchen mit einem Gemisch von reiner Apfelsiure und Bernstein- 
siiure konnte waihrend der Titration kein Umschlagspunkt gefunden werden. 
Es wurde weiter festgestellt, daB die vorgeschriebene Zugabe von Essigsiaure 
und Eisessig betrachtliche Mengen des Lanthanniederschlags auflést, so 
daB die Bestimmung an Genauigkeit leidet. Weiter ist zu dieser Bestimmung 
zu bemerken, dafi in der anzuwendenden 66°,igen alkoholischen Lésung 
nicht nur apfelsaures Salz, sondern auch, wie wir nachwiesen, bernstein- 
saures Salz ausfallt. Da die elektro-titrimetrische Methode versagte, multe 
ein neuer Trennungsweg ausgearbeitet werden. Die im folgenden beschriebene 
Methode erfiillte alle Anspriiche. 

100 cem der vergorenen Lésung werden mit 10 cem einer 10° igen 
Bariumchloridlésung und so viel einer gesiattigten Bariumhydratlésung 
versetzt, bis alkalische Reaktion eintritt. Der Uberschu8 von Barium- 
hydrat wird durch Einleiten von Kohlensiure beseitigt. Die Lésung wird 
von dem entstandenen Niederschlag abfiltriert, der Niederschlag gut aus- 
gewaschen und das mit dem Waschwasser vereinigte Filtrat auf dem Wasser- 
bad auf 10 ccm eingeengt. Dann gibt man nochmals 5cem der 10° igen 
Bariumchloridlésung hinzu, fiillt auf 20 ccm auf und versetzt mit 80 cem 
96°,igem Alkohol. Nach zweistiindigem Stehen wird der Niederschlag 
abfiltriert und gut mit 80°. igem Alkohol ausgewaschen, bis keine Barium- 
reaktion in der Waschfliissigkeit mehr nachzuweisen ist. AnschlieBiend 
verascht man das Filter im Quarztiegel, spiilt die Asche in ein Becherglas 
und zersetzt sie mit 20 cem n/10 Salzsiure. Der Uberschu8 wird mit n/10 
Natronlauge zuriicktitriert. Man bestimmt so den Gehalt von Bernstein- 
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und Apfelsiure zusammen. In weiteren 100 cem Giarfliissigkeit bestinm 
man die Bernsteinséure fiir sich, indem man das neutrale erste Filtrat avi 
dem Wasserbad mit Kaliumpermanganat oxydiert. Man fiigt so lange 
Kaliumpermanganat hinzu, bis die Rotfairbung mindestens 5 Minuten 
bestehen bleibt, dampft dann etwas ein und filtriert vom entstandenen 
Braunsteinniederschlag ab. Der Niederschlag wird gut ausgewaschen 
Filtrat und Waschwasser bis auf 10 ccm eingeengt und dann weiter vei 
fahren wie oben. Aus der Differenz der verbrauchten Kubikzentimete, 
Salzsiure kann man den Wert fiir Apfelsaéure berechnen, da die verbrauchten 
Kubikzentimeter n/10 HCl = Kubikzentimeter n/10 Apfelsaure sind. 
Zur Kontrolle werden mehrere Bestimmungen mit einem Gemisc} 
von reinen Saéuren ausgefiihrt. 
3,4397 g Bernsteinsiure und 2,1304g Apfelsiure werden zu 100 cer 
gelést und von dieser Lésung 
a) 0,4ccem 
» 15 . 
c) 2 
zur Analyse verwendet. 


a) Angewandt 8,4 mg Apfelsiure, gefunden 8,8 und 8,3 mg, Mitte! 
8,4 mg, Apfelsdure. 

b) Angewandt 31,9 mg Apfelséure, gefunden 31,8 und 32,4 mg, Mitte! 
32,0 mg, Apfelsaure. 

c) Angewandt 42,6 mg Apfelsiure, gefunden 41,1 und 41,4 mg, Mitte! 
41,3 mg, Apfelsiure. 


Die gefundenen Werte stimmen also sehr gut mit den berechneten 
iiberein. 


Bestimmung der Hefeausbeute. 


Zur Filtration der Giarfliissigkeit wurde folgende Vorrichtung benutzt : 
Man breitet in einem Biichner-Trichter auf einem gewohnlichen Filter eine 
bei 105° getrocknete und gewogene Menge Kieselgur ganz gleichmaéBig aus 
und glattet sie gut nach dem Anfeuchten mit Wasser. Auf diese Packung 
bringt man eine aus einem etwas gréBeren Filter gebildete Lage aus Filter- 
papier, die iiberall sehr gut aufsitzen muB, damit méglichst wenig von der 
Hefe durchlaufen kann. Man befeuchtet zu diesem Zwecke das obere 
Filter ein wenig und saugt es scharf an das Kieselgurfilter an. Durch diese 
Filtereinrichtung laBt sich die vergorene Fliissigkeit rasch blank absaugen 
und die Hefe anschlieBend gut auswaschen. Nach dem Auswaschen saugt 
man das Waschwasser gut ab, bis die Oberflache der abfiltrierten Hefe 
rissig wird. Man kann dann gleich das Filter mit der Hauptmenge Hefe 
vom Kieselgur abheben und die Hefe vom Filter entfernen. Man wiigt 
die Hefe und bestimmt von 2 g den Wassergehalt, um daraus die Ausbeute 
der Hefe, umgerechnet auf Gramm Trockensubstanz pro 100 ccm ver- 
gorener Lésung zu berechnen. Der Kieselgur wurde wieder bei 105° ge- 
trocknet und die Gewichtszunahme festgestellt, die dann der Hefetrocken- 
substanz zugerechnet wurde. Zur Bestimmung der Giarkraft der Hefe 
wurde die Kusserowsche Methode angewandt. Es wurde auch noch die fiinfte 
halbe Stunde beobachtet und die Gesamtmenge H,O in Kubikzentimeter 
angegeben, die in 2'/, Stunden iiberging. Zur Bestimmung selbst wurden 
20 g Zucker in 200 cem Wasser gelést und dann 5g Hefe zugegeben. Die 
erhaltene Anzahl Kubikzentimeter wurde mit 2 multipliziert. 
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Darstellung von malaminsaurem Ammoniumsalz. 

Nimmt man an, daB ein Teil der Asparaginmolekiile bei der Gérung 
zuerst seinen Aminostickstoff abgibt, und die an dieser Stelle auf- 
tretende Ketogruppe zur CHOH-Gruppe reduziert wird, ehe der Amid- 
stickstoff abgebaut wird, so erhalt man das Amid der Apfelsaure: 

NH,.CH.COOH 8) C.COOH HO.CH.COOH 


> —> 


CH,. COCN Hg) CH,.CO.(N Hy) CH,.CO(NH,) 


Es wurden deshalb auch Versuche in der Richtung unternommen, die 
die Méglichkeit der Aufzehrung des Amid-N des Apfelsiureamids fest- 
legen sollten. Gleichzeitig wurde gepriift, ob dabei auch Apfelsiure 
gebildet wurde und wieviel. Zur Anwendung kam das Ammoniumsalz, 
das auf folgende Weise hergestellt wurde: 

25 g 1-Brombernsteinsiure werden in wenig Methylalkohol gelést und 
200 g einer etwa 12°,igen Lésung von Ammoniakgas in Methylalkohol 
vorsichtig hinzugefiigt. Das verschlossene GefaB wird nun zur Beschleuni- 
gung der Reaktion in ein auf 40 bis 45°C erwarmtes Wasserbad gestellt. 
Nach 10 bis 12 Stunden ist die Reaktion im allgemeinen beendet. Man 


entfernt dann das GefaB vom Wasserbad. Nach einiger Zeit in 2 bis 
3 Tagen scheiden sich aus der Reaktionsfliissigkeit strahlenférmig er- 


starrende Kristalle aus. Man gieBt die iiberstehende Fliissigkeit ab, lést 
die Kristalle in wenig Wasser und fallt mit ammoniakalischem Methy]- 
alkohol, um die Substanz von geringen bromhaltigen Beimengungen zu 
trennen. Aus der Mutterlauge kann man durch Einengen im Vakuum- 
exsikkator eine weitere Menge des Produktes isolieren. 

Es wurden nach mehrmaligem Umkristallisieren 12,5 g malaminsaures 
Ammonium erhalten, von einem Schmelzpunkt von 120°C. 

Die theoretische Ausbeute betragt 18,9 g. 

Die praktische Ausbeute betragt 66°. 


Die Giransitze. : 
1. Gdéransdtze mit Asparagin. 
In 100 cem Lésung waren enthalten: 
a) 10g Zucker, 0,3 g Asparagin, 0,2g MgSO, 0,6g KH,PO, und 
1g PreBhefe. 
b) 0,4g Asparagin mit denselben Zusiétzen wie a). 
c) 0,5 g Asparagin mit denselben Zusatzen wie a). ' 
d) wie c), aber 2g PreBhefe. 


2. Gdransdtze ohne Asparagin (Kontrollen). 
In 100 cem Lésung waren enthalten: 
a) 10g Zucker, 0,2 g MgSO,, 0,2 g NH,H,PO,, 1 g Prebhefe. i 
b) 10g Zucker, 1 g PreBhefe, keine sonstigen Zusitze. 


25° ver- 


Die Lésungen waren stets auf ein po = 4 gebracht und bei 
goren. 
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Die Gardauer betrug bei den Asparaginansétzen 3 Tage, wahrend dix 
Kontrollversuche 4 bis 5 Tage brauchten, um zum Stillstand zu kommen 
Nach beendeter Garung wurde die klare Fliissigkeit rasch abgesaugt und 
fir die Bestimmungen bereitgehalten. waihrend die Hefe mit frischen 
Wasser des 6fteren in der Garflasche ausgewaschen und zum Schlu®B aut 


einmal auf das Filter gebracht wurde. In der vergorenen Lésung wurde 


zunachst die pu-Zahl festgestellt und dann bei 17'/,°C mit einer Balling 
spindel der Vergaérungsgrad ermittelt. In je 100 cem Lésung wurden dann 
Apfelsaiure und Bernsteinséure zusammen und in weiteren 100 ccm d 

Bernsteinsaure fiir sich bestimmt und die Ergebnisse auf Apfelsaiure um 
gerechnet. Weiterhin wurde mit Ninhydrin auf die Anwesenheit von Amino- 
siure gepriift und in je 50cem Loésung der Gesamt-N, der Amino- unc 
Amid-N bestimmt. Zum SchluB wurde die Gesamtausbeute der Hei 

ermittelt, ihr Stickstoffgehalt gepriift und die Garkraft bestimmt. 


Die Garansitze wurden stets zweifach vorgenommen. Zu_ jeden 
Versuch wurden 700 cem Lésung verwandt, die in einer Literflasche ver 
goren wurden. Bei einigen Ansatzen mit Asparaginzusatz wurde gepriift 
ob nach der Girung Propionsiure vorhanden war. Zu diesem Zweck 
wurden aus der stark angesiuerten Lésung die fliichtigen Fettsauren mit 
Wasserdampf iibergetrieben, das aufgefangene Destillat mit viel Bleioxyd 
versetzt und auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft. Ein Auszug 
mit kaltem Wasser zeigte beim Erhitzen keinen Niederschlag, es war also 
keine Propionséure zugegen. 


Tabelle Illa. 








N Ver- 
Anr Angewandte An- sn ver- Ver- brauchte Apfel- . g , 
satz N-N: gewandt gorener brauchter N- siure NH,-N Amino-N 
- Nahrung Pu in N Lisung N Nahrung ures 
Nr. g mg mg mg g mg mg mg 
i - a) = - iin we. 2a “ 
2 0,2NH,H,PO, 2,7, 24,2 13,3 10,9 0,195 — 0,64 12.6 
: Tabelle IIIb. 
N Ver- 
, - in ver- jer- brauchte { ' 
An- Angewandte An m ver Ver “ Apfel-' ‘ 
- ma? a gewandt gorener brauchter N- dure NH 3-N Amino- 
— N-Nehrung Pu * in N Lisung N Nahrung ¥ 
Nr. g mg mg mg g mg mg mg 
2,4 55 — 


1 on 24; — - - _ . = 
2 02NH,H,PO, 2.6 242 11,9 123 0,194 0,74 | 11,2 


Tabelle IVa. 





Girkraft 
Ansatz Pu Saathefe Erntehefe Ausbeute Saathefe Erntehefe gaathefe | Erntehefe 
Nr. g g g 0/1, N o/, N eem ecm 


1 3,5 0,229 0,341 0,112 6.38 4.19 872 665 
2 27 0,250 0,462 0,212 6,39 5.90 871 593 
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Tabelle IVb. 


07 





Giarkraft 




















(nsatz Pu Saathefe | Ernutehefe Ausbeute Saathefe Erntehefe) s,athefe | Erntehef 
Nr. g g g N ®, N ecm ecm 
1 3,4 0,229 0,403 0,174 6,38 3,59 872 642 
2 2.6 0,205 0,497 0,247 6.39 5.67 S71 5&2 
Tabelle Va. 
N Ver- 
An- Ver . 
Angewandte in ver- brauchte Apfel- 
Ansatz ta, Recap > gewandt gorener brauchter N- po oe 
’ N-Nehrung Pu in N Lisung N Nahrung 7 
Nr g mg mg ng g mg 
1 0.3 Asparagin 3,0 62.5 15,7 46,8 (0,225 14,2 
2 0,4 " 3,2 83,3 29.1 54,2 0,226 32,0 
3 0.5 3.3 104.9 60,6 44.3 0,209 28,7 
{ 0.5 | 33 an & ‘ - a7 
8. 04.9 0, 34, 0,162 27, 
4 | 14 de 104 70,5 44 16 7,1 
Tabelle Vb. 
N Ver- 
An- aie Ver- ‘ 
Angewandte wale in ver- | . auchter brauchte Apfel 
Ansatz N-Nahr ? gew andt gorener yrauc iter N- et ‘ 
N-Hehsung Pu in N Lisung Nahrung “is 
Nr. g mg mg mg g mg 
1 0,3 Aspaagin 3,05 62.5 16,1 64 | 0,223 , 183 
2 0.4 ~ 3.15 83.3 28.5 55,1 0,230 42.6 
3 0.5 me 3,3 104,9 61,7 43,2 0,204 29,8 
{ 0,5 © lo: 04.9 B46 Q7 ByiYs oR 
Dye a 61,2 0, 0,20¢€ 26, 
4 14 Hefe 3,3 104 1 43,7 ) 3,4 
Tabelle Via. 
Girkraft 
\nsatz pq Saathefe Erntehefe Ausbeute Saathefe Erntehefe Saathefe | Erntehefe 
Nr. g g g 9 N o,N cem cem 
1 30 0,281 | 0814 | 0596 603 7,44 839 884 
2 32 0228 | 0823 | 0600 605 837 836 728 
3 3,3 0,226 | 0,863 | 0637 664 7,06 843 760 
+ 2,3 0,536 1,137 0,601 6,32 6,91 892 852 
Tabelle VIb. 
| Garkraft 
Ansatz Pu Saathefe Erntehefe Ausbeute | Saathefe Erntehefe Saathefe | Erntebefe 
Nr. Y £ g o/) N 09 N ecm ecm 
| i. 
1 | 305! 0218 0,794 | 0,576 | 603 | 7,56 | 889 | 825 
2 3,15 0,223 0,910 0,687 6,05 7,67 836 731 
3 3,30 | 0,226 0,879 0,653 6.64 6,75 843 768 
4 3,30 | 0,536 1,219 0 683 6,32 7,00 892 872 
> 
Biochemische Zeitschrift Band 253. 99 





328 E. Glimm u. M. Nitzsche: 


Aus den Tabellen Ia, IIb bis VIa und VIb ergeben sich folgend 

tesultate: 

1. Beim Vergaren einer reinen Zuckerlésung ohne Nahrsalzzusatz 
mit PreBhefe wird eine kleine Menge Apfelsdure gebildet. Bei Zusat 
von Ammoniumphosphat und Nahrsalzen als Stickstoffnahrung zum 
Zuckerlésung tritt Apfelsiure nicht auf. 

2. Bei der Garung unter Zusatz von Asparagin wurde Apfelsaur 
gebildet, und zwar stets annahernd die gleiche Menge, obgleich de: 
Asparaginzusatz von 0,3 auf 0,5°% anstieg. Die gebildete Apfelsiur: 
entspricht etwa dem zehnten Teil des verzehrten Asparagins. 

3. Die durch die Hefe aufgenommene Stickstoffmenge war ir 
allen Asparaginversuchen dieselbe, die Steigerung des Asparagin- 
zusatzes von 0,3 auf 0,5°% hatte auf den Stickstoffverbrauch keinen 
KinfluB. Die Hefeausbeute ist auch in allen Fallen die gleiche. Die 
Garkraft der Hefe nimmt bei steigendem Asparaginzusatz entsprechend 
der steigenden Saéuerung ab. 

4. Bei der Garung unter alleinigem Zusatz von Ammoniumphosphat 
als Stickstoffnahrung wurde von der Hefe eine erhebliche Menge 
Amino-N in die Lésung abgeschieden und nicht wieder aufgenommen. 

5. In Tabelle IVa und IVb sind die Stickstoffverhaltnisse det 
Saat- und der Erntehefe festgehalten. Trotzdem in Ansatz Nr. 1 kein 
Stickstoff zugefiihrt wurde, ist eine geringe Vermehrung der Hefe zu 
verzeichnen. Jedoch erleidet die Erntehefe eine betrachtliche Einbube 
an prozentualem Stickstoffgehalt, was sich besonders auf die Garkraft 
der Hefe auswirkt. Bei Ansatz Nr.2 nimmt die Hefeausbeute zu. 
Der prozentuale Stickstoffgehalt der Hefe ist angewachsen, jedoch hat 
die Hefe noch mehr an Garkraft verloren, was auf die starke Saiuerung 
der Lésung zuriickzufiihren ist. 

6. Aus Tabelle IIIa und IIIb ist ersichtlich, daB wahrend der 
Garung die py-Zahl kleiner wird, und zwar ist die Abnahme bei Zugabe 
von NH,H,PO, am starksten. 


Garversuche mit Asparaginsiurezusatz. 

AnschlieBend wurden Versuche angestellt, die als Stickstoff- 
nahrung Asparaginsdiure hatten. Es sollte festgestellt werden, ob auch 
bei der Garung mit Asparaginsaure Apfelsiure entsteht. Die Ergebnisse 
lieBen Schliisse auf die Art des Abbaus beim Asparagin erwarten. 


Es wurden Versuche mit einem Gehalt von 0,3, 0,4 und 0,5”, 
Asparaginséure angesetzt. Die anderen Garbedingungen blieben dieselben 
wie in den friitheren Ansatzen. 

Der Ansatz 7 war z. B. folgendermaBen zusammengesetzt: In zwei 
1-Literflaschen wurden 700 ccm einer 10°,igen Zuckerlésung, die 2,1 ¢ 
Asparaginsaure, 0,2 g MgSO, und 0,5 g KH,PO, enthielten unter Zusatz 
von 7g Hefe vergoren. Nach der Vergaérung war der Ballingwert 0,000. 
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Tabelle Vila. 
N Ver- 
ne Angewandte Ange- in ver- Ver- brauchte A pfel- Amino 
tz a, A tone pr Wandt gorener brauchter N ae NH,-N ~*~ 
- in Lésung Nahrung 
g mg mg mg £ mg my meg 
7 0,8 Asparaginsaure 4,0 31.6 4,5 27,1 0,258 06 042 39 
Ss 0,4 ‘“ 4,0 421 6.2 35.9 0,341 O8 O49 5.6 
' O05 3,95 52,6 10,1 f 0404 O08 1,75 8,9 
Tabelle VIIb. 
N Ver- 
. Angewandte Ange- in ver- Ver- brauchte (pfel- A mino- 
tz N-Nal » %, Wandt gorener brauchier N- siure NH3-N \ 
. _— Pu in N Lésung N Nahrung in 
Nr g mg mg mg g mg mg ng 
7 0,3 Asparaginsiure 3,95 31,6 5,8 25,! 0.246 O58 O87 5,0 
Ss 04 4,00 42,1 4,9 37,2 0,354 10 0,67 4.2 
9 || 0,5 ‘ 3,95 52,6 8,1 44.5 0.423 O09 1.00 7.1 
Tabelle Villa. 
Giarkraft 
(nsatz Pu Saathefe Erntehefe Ausbeute Saathefe Erntehefe saathefe Erntehefe 
Nr. 4 g g N 1, N ecm cem 
7 4.0 0,229 0,758 0,529 6.63 5,66 862 696 
8 4.0 0.213 0.696 0.483 6.60 7,04 $87 836 
4 3.95 0,234 0,753 0,519 6,20 7.71 S87 SUI 
Tabelle VIITb. 
Girkraft 
\nsatz Pu Saathefe Erntehefe Ausbeute Saathefe Erntehefe’ gaathefe Erntehefe 
Nr. g £ £ N N ecm “cm 
7 3.95 0,229 0,799 0,570 6,63 5,06 862 724 
8 4.00 0,213 0,735 ; 6,60 6.91 887 858 
9 3.95 0,234 0,761 6,20 7.65 SS7 889 
Den Tabellen VII und VIII ist zu entnehmen: 


1. Die Stickstoffnahrung wurde fast ganz verzehrt. 


In der Lésung 


fand sich jedoch ein konstanter Betrag von Ammoniak und Amino-N, 


der von der Hefe nicht aufgenommen wurde, obgleich beim Versuch 7 


mit der geringsten Asparaginsiuremenge) der prozentuale Stickstoff- 


gehalt der Saathefe von der Erntehefe nicht erreicht wird. 


2. Bei den Garansaitzen mit Asparaginsaure als Stickstoffnahrung 


wurde nur sehr wenig Apfelsiure gebildet. Sie betrug etwa 1 bis 2°, 


der 


Apfelsaiurebildung 


bei Asparaginzusatz. 


3. Der py bleibt bei allen Garungen ungefaihr konstant. 


DO* 
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4. Die Hefeausbeute ist bei einem Asparaginsiurezusatz von (3 


bis 0.5%, stets dieselbe, sie bleibt hinter der Ausbeute der Ansatze mit — 
Asparagin zuriick. isa 

5. Die Garkraft der Erntehefe erreicht den Wert der Saathe! Nr 

auBer bei Versuch 7. 10 
11 
Versuche mit malaminsaurem Ammonium und Bernsteinsiureamid. 

Da bei Anwesenheit der Asparaginsaiure als Stickstoffnahrung di — 
Apfelsiurebildung verschwindend gering ist, muB entweder der Abbai 
der Asparaginséiure einen anderen Weg gehen als der des Asparagins a 
oder es erfolgt beim Asparagin die Reduktion der Ketogruppe in di: 
CHOH-Gruppe vor Abspaltung des Amidstickstoffs, so da zunichst - 
Malaminsaure entsteht, die dann weiter in Apfelsiure umgewande!t 
wird. Apfelsiure wird, wie Lampitt angibt, von Hefe mcht angegriffen 
Ist dieser Gedankengang richtig, so ist zu erwarten, das Hefe Malamin _— 
siure in Apfelsiure umwandelt. Die folgenden Ansitze sollten iihe: clei 
diese Frage Klarheit schaffen. Ein Ansatz mit Bernsteinsiureamid Asp 
sollte die Angreifbarkeit anderer Amide durch Hefe klaren helfen eine 


In zwei Literflaschen wurden je 700 cem einer 10°, igen ZuckerlOsung, 
die 0,3'\g malaminsaures Ammoniak, 0,2 g MgSO, und 0,5g KH,PO, nah 
enthielt, unter Zusatz von 7 g Hefe vergoren. 








; i ae , grol 
Ansatz 11 enthielt 0.5g Bernsteinsiureamid anstatt des malamin ‘oh 
: od c 
sauren Ammoniaks. Im iibrigen war er ebenso zusammengesetzt wi m 
Ansatz 10. bet 
Die Ergebnisse dieser Versuche sind in den Tabellen IX und X zu Hef 
sammengefaBt. kan 
Tabelle IX a. 
=. : Ver- 
An- Angewandte Ange- in ver- Ver- _ brauchte| Anfel- _ ; Ry 
> we > rorener auchter ® ‘i -\ saa 
satz N-Nahrung wandt gorener brauc hter N siure NHg-N Amid-\ é 
oo 5 8 PH in N. Liésung N Nahrung —— 
Nr. g mg mg mg g mg mg mg 
ist 
10} 0,3 malaminsaures 3,1 53,7 16,2 37,5 0,127 27,4 -- 16.8 unc 
Ammonium 
11 0,5 Bernsteinsaure- 3,8) 59,7 58,6 — — — 59.4 Ver 
amid 
Tabelle IX b. 
, , ob 
N : Ver- : 
An- Angewanate Ange-| in ver- Ver- brauchte Apfel- ' sau 
satz N-Nahr wandt | gorener brauchter  _N- siure | N Ha-N Amid-N 
fre —— Pu in N_ Lésung N Nahrung —— abs 
Nr. g mg mg mg g mg mg mg nic 
10. 0.3 malaminsaures 2.9 53,7 169 36,6 0,125 | 27,9; - 16,3 
Ammonium unc 
11. 0,5 Bernsteinsaure- | 3,7) 59,7 57,5 — — _— 59,2 unt 


amid tra’ 
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Tabelle Na. 





Garkraft 


nsatz Pu Saathefe Erntehefe Ausbeute Saathefe Erntehefe gaathefe Erntehefe 


NI 4 £ £ oj, N ( N ecm ecm 
10 3.1 0.270 0.890 0,620 6.4 6.1 S81 699 
il 3.8 0,260 0,420 0.160 6.4 4.2 S80 545 


Tabelle Xb. 





Girkraft 


\nsatz Pa Saathefe Erntehefe Ausbeute Saathefe Erntehefe Saathefe | Erntehefe 
Nr. £ g £ Oy N %, N ecm ecm 
10 2,9 0,270 0,929 0,659 6,4 5,87 SS1 689 
11 8.7 0,260 0.412 0,152 6.4 4.02 SSO 551 
1. Es wurde aus Malaminséure Apfelsiure gebildet. Die ent- 


standene Menge entspricht der gebildeten Menge Apfelsiure beim Zusatz 
gleicher Menge Asparagin. Die Vorstellung eines partiellen Abbaus des 
Asparagins tiber Malaminsaure erhalt durch den Ausfall des Versuchs 
eine Stitze. 

2. Bei Verwendung von malaminsaurem Ammonium als Stickstoff- 
nahrung verbraucht die Hefe saimtlichen Ammoniakstickstoff. Der 
gréBte Teil des Amid-N wird nicht angegriffen, obwohl die Erntehefe 
nicht den prozentualen Stickstoffgehalt der Saathefe erreicht. in 
betrachtlicher Teil Malaminsaéure bleibt in der Lésung zuriick, da die 
Hefe scheinbar Malaminsaure schlecht als Stickstoffnahrung verwenden 
kann. 

3. Die Hefeausbeute erreicht die Ausbeute bei Zusatz von Asparagin. 

4. Die Garkraft der Erntehefe ist wesentlich geringer als die der 
Saathefe. 

5. Bernsteinsiureamid wird nicht gebildet. Die Hefevermehrung 
ist minimal, der prozentuale Stickstoffgehalt ist entsprechend niedrig 
und die Garkraft sehr gering. 


Versuche iiber das Abfangen von Oxalessigsiure bei der Giirung in Gegenwart 
von Asparaginsiure als Stickstoffnahrung. 

Es wurde nebenbei versucht, Aufklarung dariiber zu erhalten, 
ob der Abbau der Asparaginséure iiber die Ketosiure — Oxalessig- 
siure — verlauft. Da Oxalessigsiure durch Carboxylase zu Acetaldehyd 
abgebaut wird, war es nétig, die Carboxylasewirkung der Hefe zu ver- 
nichten oder zum mindesten stark einzuschranken. 

Um Brenztraubenséiure und Methylglyoxal zu erhalten, nahmen Neuberg 
und Kobel (15) eine Schadigung der Co-Zymasefraktion mittels Antisepticis 
und Plasmolyten vor und konnten dann sowohl Methylglyoxal als Brenz- 


traubensaure nachweisen. Bei Verwendung von Hefemazerationssaft ent- 
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sprach die Ausbeute fast theoretisch der angewendeten Zuckermenge, wahren: 
in Gegenwart von Frischhefe ein Teil der Brenztraubensdure weitervergore: 
wurde. Als Antiseptica und plasmolytische Stoffe verwandten sie n 
Erfolg Brombenzol und Toluol. Au®erdem erhielten sie unter Zusatz v 
anorganischen Phosphaten (Magnesiumsalze) auch Brenztraubenséure nai 
l6stiindiger Géirung. Die Brenztraubensiure war jedoch wieder na 
3 Tagen verschwunden. Weiterhin wiesen sie darauf hin, daB die Carboxyla- 
bei einem bestimmten pu ihre Wirkung verliert. Hdgglund (16) gibt an 


daBb Brenztraubenséiure bei einem py > 7,4 des AuBenmediums _ nich: 
mehr sicher angegriffen wird. Nach C. Neuberg und v. May (17) wirk« 
Carboxylase noch gut bei einem pr > 5,3 bis 6,2. Im Laufe der Garung 


nimmt die Sauerung zu, so daB die Wirkung der Carboxylase nicht mel 
gehemmt ist. Fernbach und Schén (18) hatten bei Garungen in Gegenwart 
von Calciumcarbonat schon Brenztraubensiure erhalten, jedoch konnten 
sie bei Zusatz von organischer Stickstoffnahrung keine Brenztraubensaur 
mehr feststellen. A. Hahn und W. Haarmann (19) gelang es, bei de: 
Dehydrierung der Apfelsaure mit Muskeln in Gegenwart von Methylenblay 
als Wasserstoffakzeptor und Semicarbazid als Abfangsmittel, eine Meh: 
ausbeute an Brenztraubensiure zu erhalten als bei den gleichen Ver 
suchen ohne Malat. Durch besondere Versuche zeigten sie, daB Oxa! 
essigsiure unter gleichen Bedingungen abgefangen wird. Setzten sie 
Oxalessigsiure zu den Muskeln zu, und arbeiteten dann das erhalten 
Semicarbazon nach der gleichen Weise auf, so gelangten sie ebenfalls unte: 
CO,-Abspaltung zur Brenztraubenséure. Die Verfasser ziehen hieraus den 
SchluB, daB aus der Apfelsiure Oxalessigsaéure als erstes Dehydrierungs 
produkt entstanden ist. 

Die Versuche wurden wie folgt angesetat: Zu 100 ccm einer 10 °,igen 
Zuckerlésung wurden 0,5 g. Asparaginsiure, 1 g Na, HPOy,, 1,5 g MgSO, 
1g CaCO,, 3cem Toluol und 1 g Semicarbazid zugesetzt, mit Soda 
auf ein px = 7,8 gebracht und mit 10g Hefe bei 37° vergoren. Bei 
einem zweiten Versuch wurde das Semicarbazid erst nach 5 Stunden 
zugesetzt. Ein dritter Versuch wurde bei einem py = 7,0 durchgefiilrt. 

Nach 24 Stunden wurden die Versuche abgebrochen, die klar filtrierten 
Lésungen auf dem Wasserbad eingedampft. Der Riickstand wurde mit 
30cem einer 50°, igen Schwefelsiure zu einer homogenen  Fliissigkeit 
verrieben und bei 50°C auf dem Wasserbad unter standiger Riihren 
'/, Stunde stehengelassen. Es trat SO,-Entwicklung auf. Nach dem Ent 
fernen vom Wasserbad wurde die Fliissigkeit mit so viel Natriumsuliat 
versetzt und mit dem Pistill ganz gleichmaBig zerrieben, bis ein feines, 
trockenes Pulver entstand, das iiber Nacht stehengelassen wurde. Das 
trockene Pulver wurde dann 3 Stunden mit wasserfreiem Ather extrahiert 
und der Ather bei 30° im Vakuum vollig abgedampft. 

Als Riickstand hinterblieb ein gelbrotes Ol, das bald erstarrte und sic! 
durch einen spezifischen Geruch auszeichnete. Es konnte bei allen drei 


Versuchen kein Nachweis der Oxalessigsiure und der Brenztraubenséure 


erbracht werden. Das zuriickbleibende Fett léste sich mit rétlicher Farbe 
in Alkohol und Eisessig. Leider waren die Mengen zu gering, um weitere 
Versuche damit anstellen zu kénnen. Es handelt sich hier héchstwahr 
scheinlich um das gleiche Ol, das Ehrlich wie vorher angegeben schon 
erhielt und das er als Kondensationsprodukt des Malonsiurealdehyds 
ansprach, 
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Zusammenfassung. 

Es sollte versucht werden, die Herkunft der Apfelsiure bei der 
alkoholischen Garung mit Hefe aufzuklaren. 

Folgende Befunde wurden erhoben: 

Bei Vergaérung reiner Zuckerlésung durch Hefe wird Apfelsiure 
gebildet; bei Vergiérung von Zuckerlésungen unter Zusatz von Ammo- 
niumsalzen wird Apfelsiure nicht gebildet. Es findet sich in der Lésung 
eine betrachtliche Menge Amidostickstoff, der von der Hefe abgegeben 
ist und von ihr nicht verwertet wird, obgleich die Erntehefe nicht den 
prozentualen Stickstoffgehalt der Saathefe erreicht. Bei Vergairung 
einer Zuckerlésung mit Asparaginzusatz (0,3 bis 0,5°,) wird stets die 
gleiche Menge Asparagin verbraucht. Es wird Apfelsiure gebildet. Die 
Menge der gebildeten Apfelsaiure ist stets gleich und betragt etwa den 
zehnten Teil des verbrauchten Asparagins. 

Bei Vergérung von Zucker unter Zusatz von Asparaginsaure 
(0.3 bis 0,5°%) wird fast alle Asparaginséure verbraucht; Apfelsiiure 
wird nur in geringem Mabe gebildet; ihre Menge ist ein Bruchteil der 
in reiner Zuckerlésung entstehenden. In der Lésung findet sich Ammo- 
niak und Aminostickstoff, der nicht von der Hefe aufgenommen wird, 
trotzdem die Hefe stickstoffarm ist. Bei Vergarung einer Zuckerlésung 
mit malaminsaurem Ammonium wird ebensoviel Apfelsiure gebildet 
als bei Zusatz der gleichen Menge Asparagin. Der Hauptteil der Malamin- 
siure wird nicht angegriffen. Bernsteinsiureamid wird unter den 
angegebenen Bedingungen von Hefe gar nicht angegriffen. 

Die Bildung von Apfelséiure bei Zusatz von Asparagin und die 
Bildung von Apfelsdure bei einfacher alkoholischer Garung unter Aus- 
schluB von Stickstotfnahrung l4Bt die MutmaBung zu, daB auch in 
letzterem Falle Asparagin, und zwar aus dem HefeeinweiB frei werdendes 
Asparagin, die Muttersubstanz der Apfelsiure ist. Wird der Hefe 
eine Stickstoffnahrung geboten, die sie aufnehmen kann und die 
ihren Stickstoffbedarf deckt, so erfolgt kein Zerfall des Hefeeiweibes 
und damit kein Abbau von kérpereigenem Asparagin und damit auch 
keine Apfelsiurebildung. Im Zustande des Stickstoffhungers zerlegt 
die Hefe kérpereigenes EiweiBmaterial, und eines der Zeichen dieses 
Vorganges ist das Auftreten der tiiber den Asparaginabbau entstehenden 
Apfelsaure. 

Die Abbaustufen des Asparagins, die zur Apfelsiure fiihren, kénnen 
nach dem bereits in der Literatur vorliegenden Material und aus eigenen 
Befunden etwa als folgende vermutet werden: Allerdings scheint der 
Weg zur Apfelsiure nur einer der tatsichlich eingeschlagenen Abbau- 
wege zu sein, da nur ein Zehntel des verschwundenen Asparagins als 


Apfelsaure erscheint. Es ware auch méglich, daB ein Teil der tatsachlich 
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entstehenden Apfelsiure zerstért wird, so daB nur der der Zerstérune 
nicht unterliegende Anteil bestimmt wird. 

Bei Asparagin als Stickstoffnahrung wird (s. Tabelle I) glei 
zeitig die Amino- und Amidgruppe angegriffen, d. h. der Angriff ka: 
an einem Molekil an beiden stickstoffhaltigen Gruppen oder an zw 
verschiedenen Molekiilen an zwei verschiedenen  stickstoffhaltige, 
Gruppen erfolgen. Im letzteren Falle wird also eine Situation eintrete 
in der eine Aminogruppe eines Molekiils desaminiert wird, die Ami 
gruppe aber unverandert bleibt. Nach dem, was wir iiber die Des 
aminierung von Aminosduren wissen, diirfte auch hier die oxydatiy: 
Desaminierung stattfinden, sich aus Asparagin die entsprechend: 
Ketosdiure bilden. 

HOOC.CH,.CHNH,.CONH, —> COOH .CH,.CO.CONH,. 


Es setzen jetzt zwei konkurrierende Reaktionen ein. Eine reduzierend: 
Umwandlung der Ketoséiure in Oxyséiure und eine desaminierenc: 
Umwandlung der Amidgruppe in die Carboxylgruppe. In letzterem 
Falle entsteht Oxalessigsiure, die aber unter der Einwirkung de: 
Carboxylase schnell weiter zerfallt mit Acetaldehyd als Endabbau- 
produkt. Setzt aber die Reduktion eher ein als die Desaminierung, so 
bildet sich Malaminsaure, iiber deren Verhalten bei der alkoholischen 
Garung wir durch eigene Versuche unterrichtet sind. Sie geht teilweis: 
in Apfelsiure iiber, und zwar entsteht, wie diese Versuche zeigen, aus 
den gleichen Mergen Malaminséiure und Asparagin die gleiche Menge 
Apfelsiure. Die Annahme, da die Malaminsiure eine Abbaustufe des 
Asparagins auf dem Wege zur Apfelsiure ist, erscheint daher gut be- 
griindet. 

Bemerkenswert ist das quantitative Verhalten der Hefe gegeniibe: 
dem angebotenen Asparagin. In allen drei Versuchsreihen mit von 
0,3 auf 0.5% steigendem Asparagingehalt und der einfachen und dei 
doppelten Hefemenge blieb die verbrauchte Asparaginmenge konstant 
Die Steigerung der Nahrung oder die Vermehrung des Nahrungs- 
verbrauchers bleibt ohne jeden EinfluB auf die Hefevermehrung und 
auf die verzehrte Nahrungsmenge. Asparagin ist daher kein  aus- 
reichendes Hefenihrmaterial. 

Bei den Versuchen mit Asparaginsiure entstanden nur ve 
schwindend geringe Mengen Apfelsiure. Wird Asparaginsiure iibe1 
Oxalessigsiure abgebaut, so greift hier die Carboxylase ein, ehe dir 


. 


Ketogruppe reduziert ist. Es ist unwahrscheinlich, daB Asparaginsiure 


wahrend der Garung in Malein- und Fumarsiure iibergeht, da Dakin 
feststellte, daB von Fumarsaure in vergiérenden Zuckerlésungen reichliche 
Mengen Apfelsaiure gebildet werden. Propionsiure entstand bei Zusatz 
von Asparagin als Stickstoffnahrung in saurer Lésung nicht. 
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Die Garkraft fiel etwas mit der Asparaginzugabe. Eine Zugabe 
von 0,3 und 0,4°%, Asparaginsiure als Stickstoffnahrung wurde von 
der Hefe restlos aufgezehrt, es trat auch hier am Ende der Garung 
Aminostickstoff auf, der von der Hefe nicht verbraucht wurde. Die 
Hefeausbeute war konstant, doch wuchs der Stickstoffgehalt der Ernte- 
hefe mit der Zugabe von Asparaginsdure. Die Garkraft dieser Hefe blieb 
bei ausreichendem Asparaginsiurezusatz nicht hinter der der Saathefe 
zuruck. 

Es wurde ein einfacher Analysengang ausgearbeitet, um unter 
Benutzung des Bariumsalzes Apfelsiure neben Bernsteinsiure zu 
bestimmen., 

Die Versuche, die bei der Gairung von Asparagin auftretenden 
Zwischenprodukte, wie Oxalessigsiure, Brenztraubensiure, mit Semi-, 
carbazid abzufangen, fiihrten zu keinen eindeutigen Resultaten. Es 
wurde zwar eine geringe Menge eines Oles erhalten, das vielleicht als 
Kondensationsprodukt des Malonsiurealdehyds aufzufassen ist. 
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Vergleichende Bestimmungen 


des Kalkgehaltes in den verschiedenen Blutbestandteilen unter 


verschiedenen Bedingungen ihrer Gewinnung. 


Von 


A. Heiduschka und H. Sehmidt-Hebbel. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir Lebensmittel- und Garungschemie 


der Sachsischen Technischen Hochschule zu Dresden.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1932.) 


Kin Studium der physiologisch-chemischen Literatur ergibt eine 


groBe Anzahl von Methoden, die zur Bestimmung des Blutkalkes in 
Anwendung gebracht worden sind und die nicht nur durch ihre ver- 
schiedene chemische Grundlage, sondern auch durch die Verschieden- 
heit der angewandten Blutbestandteile (Gesamtblut, Plasma, Serum. 
Blutkérperchen) als Ausgangsmaterial die Aufmerksamkeit erregen 

Es schien daher von Interesse, unter diesen Methoden ein Ver- 
fahren zu finden, welches eine Vereinigung der fiir eine Mikromethode 
zu erstrebenden Genauigkeit und zugleich eine leichte Anwendung in 
der klinischen Praxis erlaubte, um dann mit ein und derselben Be- 
stimmungsmethode vergleichende Untersuchungen iiber den Kalk- 
gehalt in den genannten Blutbestandteilen auszufiihren. 

Die in der Literatur angewandten Verfahren lassen sich in folgende 
Gruppen einteilen: 

1, Gravimetrie'. 

Es handelt sich hier um diejenige Methode, die in ihrer Ausfiihrung 
am einfachsten erscheint. Sie beruht auf der Fallung des Calciums als 
Oxalat und der Wagung des Niederschlags, entweder nach Trocknen bei 
100 bis 110° als CaC,O, + H,O oder nach Gliihen als CaO. Eine gewichts 
analytische Methode kann aber bei einer Halbmikromethode, in der die 
Héchstmenge des Ausgangsmaterials 2 cem betragt, wegen der unvermeid 
baren Wagefehler nicht mit der nétigen Genauigkeit in Anwendung ge- 
bracht werden. 


! H. Hdusler, Zeitschr. f. anal. Chem. 64, 371, 1924; E. Schwar:- 
Bergkamp}, ebenda 69, 340, 1926. 
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2. Volumetrie. 


a) Alkalimetrische Methode. Es ist dieses die Grundlage der Methode 

mn Jansen’. Das Ca wird als Oxalat gefallt, der Niederschlag durch Gliihen 

n CaO verwandelt und dieses dann mittels n/10 HCl wieder gelést. Der 

UberschuB an HCl wird durch Zuriicktitrieren mit n/10 NaOH bestimmt. 

Dieses Verfahren ist insofern ungiinstig. als die Alkalitat des Glases der 

hbenutzten GefaiBe und die Kohlensaéure der Luft EinfluB auf die Ergebnisse 

der Bestimmung ausiiben kénnen. Dagegen fiihrt folgende auch von Jansen? 
angegebene 

b) jodometrische Methode praktisch zu besseren Resultaten. Sie weicht 
darin von der vorigen Bestimmung ab, daB der UberschuB8 an n/10 HC! 
durch Zugabe einer Mischung von KJ und KJO, Jod in Freiheit setzt 
und dieses volumetrisch bestimmt wird. 

c) Oxydimetrische Methode. Das als Oxalat gefallte Calcium wird nach 
sorgfaltigem und zweckentsprechendem Auswaschen durch H,SO,4 wieder 
aufgelést und die so frei werdende Oxalsiure oxydimetrisch mit KMnQ, 
bestimmt. Es handelt sich hier um ein Verfahren, das in seiner Ausfiihrung 
bei den verschiedenen Autoren® sehr wechselt, das aber als das brauchbarste 
und die besten Resultate gebende zu bezeichnen ist. In den spiteren Aus- 
fiihrungen wird auf alle Einzelheiten dieser Methode eingegangen werden. 
Sie wurde als Grundlage fiir alle Vergleichsbestimmungen in den Blut- 
elementen benutzt. 


3. Colorimetrische Methode. 


Es bestehen auch hier einige Verfahren mit verschiedener Grundlage. 
So wird nach Payne und Laidlaw* das Calciumoxalat ins Alizarinat mittels 
Alizarins umgewandelt und dieses nach Lésen in #{Cl und Alkohol colori- 
metrisch bestimmt. 


4. Nephelometrische Methode durch Vergleichung von Triibungserscheinungen. 


Als wichtigstes ist hier das Verfahren von Rona und Kleinmann?® zu 
nennen, bei dem die durch Zusatz von einer Na sulfo-ricinicum-lésung 
auftretende Opaleszenz mit der einer Calciumtestlésung verglichen wird. 

Die geringe Anwendung der colorimetrischen und nephelometrischen 
Methoden von denen vor allem die letzteren zu guten Resultaten fiihren 
kénnen beruht wohl darauf, daB8 zur Beurteilung der Resultate in diesen 
Bestimmungen eine groBe persénliche Ubung erforderlich ist. 

Nach erfolgter Priifung der erwaihnten Methoden haben wir die 
Titrationsmethode mittels KMnO, als Grundlage fiir alle spateren 
Vergleichsversuche gewahlt, da sie eine geniigende Genauigkeit besitzt 
und leicht und schnell auszufiihren ist. Die genaue Arbeitsweise, die 
wir auf Grund unserer Erfahrungen eingehalten haben, war folgende: 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 176, 1918. 

2 Ebenda 101, 191, 1918. 

3 de Waard, diese Zeitschr. 97, 176, 1919; L. Dienes, ebenda 95, 131, 
1919; Kramer u. Tisdall, J. of biol. Chem. 47, 457, 1921; @. W. Clark, 
ebenda 49, 487, 1921; Clark u. Collip, ebenda 63, 461, 1925. 

4 Biochem. J. 16, 494, 1922. 


5 Diese Zeitschr. 187, 157, 1923. 
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Bestimmung des Blutkalkes durch Titration mittels KMn@&) 


Als MindestmaB fiir die nétige Genauigkeit bei den Mikrobestimmuny 
der Blutkomponenten kommen | bis 2 cem Blut in Betracht. 

In der Ca-Bestimmung wird die Untersuchungsfliissigkeit, die d 
Ca in Lésung enthalt, mit gleichem Volumen Wasser verdiinnt und in « 
15cem fassendes Zentrifugenréhrchen gebracht. Bei der Fallung d 
Calciums muB der Umstand in Betracht gezogen werden, da sich d: 
Calcium in den Blutbestandteilen nicht allein, sondern begleitet von mehrere: 
anderen Salzen befindet, die gegebenenfalls durch das Fallungsmittel di 
Calciums teilweise mit niedergeschlagen werden kénnen. Uber die giinsti; 
sten Fallungsbedingungen wurde eine grobe Zahl von Untersuchungen 
sowohl an kiinstlichen Blutsalzlésungen wie auch an Blutbestandteilen 
ausgefiithrt. Am zweckmiBigsten werden bei der Bestimmung im Seru 
oder Plasma nach der von Clark angegebenen Weise 2cem der Unte 
suchungsfliissigkeit mit 2cem Wasser verdiinnt, | cem 5°, ige Lésung von 
NH,Cl zugegeben und darauf das Ca mit einer Ammoniumoxalatlésung 
(1 cem einer wasserigen, gesittigten, etwa 5°,igen Lésung) gefiallt. 

Sehr verschieden wird in den Ausfiihrungsbestimmungen die Zeit 
spanne angegeben, in der die vollstandige Fallung des Ca erfolgt sein soll. 
Wir haben sowohl mit Plasma als auch mit Serum und in Ubereinstimmung 
mit den Beobachtungen von Kramer und Tisdall' feststellen kénnen, dali 
der Zeitraum von */, Stunden fiir die Fallung des Ca in Plasma und Serum 
volilstandig geniigt. 

Wird jedoch die Bestimmung des Ca im hamolysierten Gesamtblut 
ausgefiihrt, so zeigte sich, dai die Fallung des Ca erst nach 12 Stunden 
vollstandig ist, da die Anwesenheit der haimolysierten Blutkérperchen di 
Fallung wesentlich verlangsamt. 

Sowohl nach dem Zusatz des Ammoniumoxalats als auch vor dem 
Zentrifugieren ist der Inhalt des Réhrchens gut durchzumischen. Es sei 
gleich hier angegeben, da die Anwendung eines Glasstabes zum Durch 
mischen und auch zur spiteren Auflésung des Niederschlages in H,SO, 
(wie es viele Autoren angeben), vermieden werden mu, da anhaftende 
Teilchen leicht bedeutende Fehlerquellen fiir die Ergebnisse hervorrufen 
k6énnen. 

Um eine vollstandige Mischung der Flissigkeit ohne Hilfe eines Glas 
stabes zu erlangen, hat sich die von Kramer und Tisdall angegebene Methode 
als sehr zweckmabBig ergeben. Man halt mit der linken Hand das obere Ende 
des Rohres, indem man es in eine kreisende Bewegung versetzt, und beklopft 
zugleich mit einem Finger der rechten Hand den unteren, mit der Fliissig 
keit angefiillten Teil, bis der zusammengeballte Niederschlag allmahlich 
in diinnen Faden emporsteigt und sich in der ganzen Fliissigkeit gleich- 
maBig verteilt. 

In bezug auf die Auswaschung des Niederschlages war das Verfahren 
von Clark und Collip? das genaueste. Sie begniigen sich mit einem ein- 
maligen Zusatz einer 2°, igen Ammoniaklésung als Waschfliissigkeit. 
Dafir werden aber auch nach dem Zentrifugieren und AbgieBen der iiber- 
stehenden Blutfliissigkeit die Réhrchen noch 5 Minuten in umgekehrtet 
Stellung auf einer Unterlage (etwa Filtrierpapier) belassen. Dies er- 


méglicht ein vollstandiges Ablaufen der Mutterlauge, die den Uberschul 


1 J. of biol. Chem. 47, 475, 1921. 
2 Ebenda 63, 461, 1925. 
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n Ammoniumoxalat enthalt. Der Niederschlag wird alsdann mit 3 cem 

igem NH, aufgewirbelt und nach erfolgtem Zentrifugieren die Fliissig- 
keit wieder abgegossen und in derselben Weise 5 Minuten umgekehrt 
tehengelassen. 

Es sei auch darauf hingewiesen, dali ein scharfes Zentritugieren un- 
rlaBliche Vorbedingung ist, da sonst die Gefahr eines Verlustes an dem 
Niederschlag bestehen wurde. 

Nach erfolgtem Auswaschen wird der Niederschlag in H,SOy, gelést. 
Es zeigte sich hierbei, daB 2cem etwa n H,SO, zur Auflésung des 
Niederschlages geniigen, da bei einer gréBeren Konzentration die Auf- 
ldsung des Niederschlags erschwert wird. Auch hier verwende man, wenn 
méglich, keinen Glasstab, oder erforderlichen Falles ist aut ein sorgfiltiges 
\bspiilen des Stabes zu achten. Die Titration der Oxalséure erfolgt in 
dem Zentrifugenrohr. Man bringt es in ein mit Wasser beschicktes und 
mit einem Thermometer versehenes Becherglas von passender Grdébe, 
das man dann wihrend | bis 2 Minuten bei 75 bis 80° erhitzt. Ein Erhitzen 
iiber 80° muB tunlichst vermieden werden, da dann bei der Titration eine 
Veranderung in der Farbe des K MnQ, eintritt, welche den colorimetrischen 
Vergleich verhindern wiirde. 

Nach dem Erhitzen wird die Oxalséiure mit n/l00 KMnO, aus einer 
Mikrobiirette bis zur eben eintretenden, mindestens | Minute anhaltenden 


Rosafarbung titriert. Um genaue Ergebnisse zu erhalten, mu zu- 
gleich ein Leerversuch (mit einem Zentrifugenrohr, das nur 2 cem der 
angewandten H,SO, enthalt) ausgefiihrt werden. Der Verbrauch beim 


Leerversuch betrigt im allgemeinen einen Tropfen, um eine bestdandige 
Rosafarbung hervorzurufen, was etwa 0,04 ccm einer in je 7), eingeteilten 
Biirette entspricht. ’ 


Vergleichende Bestimmungen im Serum. 

Bei der Bestimmung des Kalkgehaltes im Blutserum erschien 
es von Wichtigkeit, einen Vergleich der Ergebnisse je nach der An- 
wendungsform des Blutserums festzustellen, da die von den einzelnen 
Autoren angegebenen Vorschriften gerade in der Anwendung der 
kalkhaltigen Fliissigkeit oft auseinanderweichen. Es handelt sich 
hierbei hauptsichlich um den Unterschied in der Anwendung 

1. des unveranderten Serums (so wie es durch Gerinnung des 
Gesamtblutes gewonnen wird) oder 

2. des vorher durch verschiedene Methoden vom Eiweil befreiten 
Serums. Unter diesen letzteren ,,EnteiweiBungsmethoden* kann man 
nun im allgemeinen folgende zur Anwendung bringen: 

Zerstérung der EiweiBkérper durch Veraschung. 

Fdllung der Proteine durch geeignete chemische Reagenzien. 

Trennung des EiweiBes durch Ultrafiltration. 

1. Die Bestimmung im unverdnderten Serum (ohne Eiweifbtrennung) 
wurde genau nach der im vorigen Teil eingehend beschriebenen K MnQ,- 
Methode mit 2 cem Serum ausgefiihrt. 


2. Die EiweiBzerstérung durch Veraschung wurde mit 2 ccm in einer 


flachen Platinschale ausgefiihrt. da bei Anwendung von PorzellangefaBen 
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die Getahr einer Abgabe an Ca bestehen wiirde, was in einer Mikroanal) 
zu erheblichen Fehlern fiihren kénnte. Bei Anwendung von verschieden:: 
Veraschungsmethoden hat sich am zweckmaBigsten der Zusatz von ein 
Tropfen konzentrierter HCl (spez. Gew. 1,19) zu 2 ccm Blutfliissigkeit 
wiesen. Die Auflésung der erhaltenen Asche wird durch zweimaliges Aj 
spilen der Platinschale mit je 1 cem HCl (spez. Gew. 1,24) durchgefiih: 
Die saure Lésung der Asche bringt man direkt in das Zentrifugenro} 
und fiigt, nach Zusatz von 1ccm Methylorange, tropfenweise konz. N | 
zu, bis eben der Ubergang der Rotfairbung ins Gelbliche erfolgt. Dan: 


versetzt man diese NH,Cl-haltige Lésung mit | cem NH,-Oxalat und fiihrt 


genau, wie beim nicht enteiweibten Serum, die weitere Bestimmung au 

Vergleichende Bestimmungen des Kalkgehaltes im nicht enteiweiBter 
Serum und in der Asche ergaben nun einwandfrei eine praktische Ube: 
einstimmung in den Resultaten. Der Unterschied betrug in 100 cem Serw 
héchstens 0,2 mg Ca weniger bei der Asche, was ja praktisch innerhalb de: 
Fehlergrenze liegt. 


3. Bei Anwendung von Fdllungsmethoden mittels chemischer Reagenzicn 
war ein Volumen von 5cem Serum als Minimum unerlaBlich. Die 5 cem 
Serum wurden mit 5ccem des jeweiligen EiweiBfaillungsmittels und 5 cen 


Wasser versetzt, kraftig durehgeschiittelt und filtriert. 6¢em Filtrat, 
entsprechend 2cem Serum, wurden dann fiir die Bestimmung benutzt. 
Verwendet wurden folgende Fallungsmittel: Trichloressigséiure in 20°, ige: 
Lésung, Wolframschwefelsiure, Liquor ferri oxydati dialysati, abso! 
Alkohol, Pikrinséure, Sublimat, Kalium-Wismutjodid, Gerbsféure und 
Uranylacetat in 1°, iger Lésung. Ganz unbrauchbar waren davon Alkoho!, 
Pikrinséuré und Sublimat. Die anderen gaben zu hohe Werte, nur bei 
Uranylacetat konnten annihernd genaue Werte erhalten werden. De 
Umstand, daB boi enteiweiBtem Serum niemals niedrigere, sondern héhere 
Werte als bei eiweiBhaltigem Serum zu verzeichnen sind, erbringt den 
Beweis, dai die Anwesenheit von EiweiB kein Hindernis fiir die Bestimmung 
des Gesamtkalkgehaltes im Serum darstellt. 

Zur Priifung der Ultrafiltration wurde die von Giemsa! ausgearbeitete 
Methode angewendet. Wie bereits Richter-Quittner? berichtet, tritt im 
Ultrafiltrat eine wesentliche Verringerung des Kalkgehaltes auf. Daraus 
ergibt sich, da®B die Ultrafiltration des Serums (und auch des Plasmas) 
nicht benutzt werden kann, um den Gesamtkalkgehalt zu bestimmen, dali 
sie aber andererseits die getrennte Bestimmung des diffundierbaren Anteils 
gestattet. Versuche ergaben, da®B der durch die Filtermembran zuriick 
gehaltene Teil annahernd 30°,, des Gesamtcalciumgehaltes betrigt, was 
dem in Eiwei8 kolloid verteilten Anteil entspricht. 


Vergleichende Bestimmungen im Plasma. 


Die Untersuchungen wurden zunachst im Plasma ausgefihrt, 
d.h. in der durch Zentrifugieren des ungerinnbaren Vollblutes von 
den Blutkérperchen abgetrennten Fliissigkeit, welche sich von dem durch 
spontane Gerinnung des Blutes gewonnenen Serum durch ihren Gehalt 
an Fibrinogen unterscheidet. 


1 Diese Zeitschr. 182, 488, 1922. 
2 Ebenda 158, 182, 1925. 
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Vergleichende Bestimraungen zeigten, dal ein Zusatz von Kalium- 
oxalat oder NaF das Blut fiir die Calciumbestimmung vollkommen un- 
brauchbar macht, da nur geringe Mengen vom Ca im Blut nicht nieder- 
geschlagen werden. Andererseits ergab sich die interessante Beobachtung, 
daB durch Zusatz von einer gerinnungshemmenden Menge Natriumcitrat 
der entsprechende Kalkgehalt im Plasma relativ nur wenig niedriger war 
als derjenige, der von demselben Blut durch Hirudinzusatz im Plasma 
erhalten wurde. Es kann also Natriumcitrat zur Gerinnungshemmung an- 
gewendet werden, und um méglichst genaue Ergebnisse zu erzielen, ist dann, 
wie Versuche zeigten, dem erhaltenen Kalkgehalt ausgedriickt in Milli- 
grammprozent 1 mg hinzuzufiigen. Ist z. B. bei einer Kalkbestimmung 
im Citratblut ein Wert von 10,9 mg-°,, Ca (unter Beriicksichtigung der 
10°.ig. Verdiinnung bei Zusatz von l0cem 5°.ig. Na-Citratlésung zu 
100 cem Blut) berechnet worden, so betragt der Kalkgehalt im entsprechenden 
Hirudinplasma, d.h. also der richtige urspriingliche Kalkgehalt 
11.9 mg-°%, Ca. 

Es wurde dann noch die Anwendung einer gesattigten wisserigen L6sung 
von MgSO, als gerinnungshemmender Stoff versucht. Werden zu einem 
Teil MgSO,-Lésung 3 Teile Blut gegeben, so tritt eine vollkommene Ce- 
rinnungshemmung ein, die ausschlieBlich auf einer Salzwirkung beruht. 
Fiir die Bestimmung des Blutkalkes zeigte sich jedoch das MgSO, als 
unbrauchbar, da bei Anwesenheit einer so groBen Menge von Mg letzteres 
mit dem Ca als Oxalat ausfallt. 

Wissenschaftlich einheitliche Ergebnisse kénnen in der Kalkbestimmung 
nur mit einem Stoff erzielt werden, dessen gerinnungshemmende Wirkung 
nicht auf einer Kalkfallung beruht. Hirudin entspricht dieser Anforderung, 
jedoch weist dieses Produkt den Nachteil eines sehr hohen Preises auf, und 
es kommen auch vereinzelte Falle vor, in denen die gerinnungshemmende 
Wirkung nach kurzer Zeit erlischt. 

Weitere Versuche mit gerinnungshemmenden Stoffen fiihrten nun zu 
dem Ergebnis, da®8 auch die Produkte ,,Germanin* (Bayer 205) und 
.Liquoid* als Hirudinersatz mit gutem Erfolg angewandt werden kénnen. 

In Ubereinstimmung mit den in der Literatur iiber ,,Germanin* be- 
findlichen Angaben konnte eine langandauernde Gerinnungshemmung 
bereits mit einer fiir 100 cem Blut héchstens 0,3 g¢ betragenden Menge 
erzielt werden. Andererseits stimmten die Werte des Kalkgehaltes im 
Plasma praktisch mit dem Hirudinplasma iiberein. Im Héchstfalle wurde 
eine Verringerung von 0,4 mg-°,, Ca festgestellt. 

Es wurde dann noch das seit einiger Zeit im Handel befindliche 
»Liquoid*®* (zu beziehen durch die Firma Hoffmann-La Roche, Basel) aut 
seine Anwendbarkeit zur Kalkbestimmung untersucht. Die Bestimmungen 
ergaben, daB das Liquoid (polyanetholsulfonsaures Natrium) in einer dem 
Hirudin entsprechenden Menge (d. h. 0,03 bis 0,05 g-°,.) die Blutgerinnung 
verhindert. Da es im Plasma dem Hirudin entsprechende Kalkwerte ergab 
und es, ebenso wie Germanin, wesentlich billiger als Hirudin ist, kann es 
fir die Kalkbestimmung im Plasma sehr gut Anwendung tinden. 

Auch im Plasma konnte eine einwandfreie Ubereinstimmung in den 
Ergebnissen der Calciumbestimmungen im nicht enteiweiBten Plasma und 
in der Asche desselben durch eine Anzahl von vergleichenden Bestimmungen 
festgestellt werden. Die Bestimmung wird sowohl im nicht enteiweibten 
Plasma als auch in dessen Asche in derselben Weise wie im Serum aus- 
gefiihrt, so daB sich hier eine naihere Beschreibung eriibrigt. 
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Vergleichende Bestimmungen im Gesamtblut. trom 

= : : ; ; a rde 

Wird cine Bestimmung im Gesamtblut ausgefiihrt, so muB also rene 
vorher ein gerinnungshemmender Stoff hinzugefiigt werden, um eiiy verset 
Trennung in Serum und Blutkuchen zu vermeiden. ngeg 
yo ls , P ° hier W 

Wie im Plasma wurde auch im Gesamtblut die Anwendbarkeit hat m 


verschiedenen gerinnungshemmenden Stoffe: Hirudin, Na-Citrat, K-Oxa! 
NaF und MgSO, untersucht. MgSO, war auch im Gesamtblut unbrauchh RB 
da es dieselben Nachteile wie im Plasma fiir diese Bestimmungen aufweist 


gezelg 
Wahrend K-Oxalat und NaF wie im Plasma viel zu niedrige Wert; i: 
im Kalkgehalt ergaben, zeigten die Bestimmungen beim Zusatz von Hirudir heim ( 
und Na-Citrat (in 5°, iger Lésung), wobei natiirlich beim Na-Citrat di: wurde 
Verdinnung in der Berechnung beriicksichtigt werden muB, in Blutprobe: blut u 
von demselben Individuum anniéhernd gleiche Werte. A 
Beim Zusatz von steigenden Mengen einer Lésung von I mg Ca pr Reage 
Kubikzentimeter zu Vollblut wurden bei Anwendung von Citrat und richtig 
Hirudin Werte erhalten, welche der Summe des normalen Blutkalkes wid wende 
der zugesetzten Kalkmenge entsprachen. Hiermit ergibt sich also ein Menge 
wesentlicher Unterschied in der Anwendung des Na-Citrats fiir die Ca zu ho 
Bestimmung im Plasma und im Gesamtblut, was sich dadurch erkliren beim ( 
laBt, da® der geringe ausfallende Anteil des Ca-Citrats im Blut fein suspen und | 
diert bleibt und so im Gesamtblut annahernd rich.ige Werte ergibt, wahrend der ni 
man im Citratplasma kleinere Werte erhailt, da beim Zentrifugieren de: 5e 
ausgefallene Anteil des Citrates mit den Blutkérpern sedimentiert. nun w 
Aus dieser Feststellung ergibt sich, daB bei der Bestimmung des Kalk so erk 
gehaltes, im Gesamtblut Hirudin durch Natriumcitrat ersetzt werden kann. ein be 
Versuche mit Germanin und Liquoid zeigten, ebenso wie im Plasma, den verda: 
Hirudinblut entsprechende Werte, so da auch diese Stoffe (vor allen man 1 
Liquoid) als Hirudinersatz benutzt werden kénnen, ohne daB die Genauigkeit sehr \ 
der Ergebnisse verringert wird. neutré 
Nach diesen Feststellungen wurde der Kalkgehalt im Gesamtblut nac} i: 
den verschiedenen Methoden bestimmt, um kennenzulernen, welche davor des U 
hier brauchbar sind. 
Soll die Bestimmung direkt im Blut ohne vorhergehende EnteiweiBung 
vorgenommen werden, so mu das Blut vorher vollstandig hamolysiert 
werden, um durch die hamolytische Zerstérung der Blutkérperchen eine ( 
vollstindige Ausfallung des Calciums zu erméglichen. Bei der Halbmikro- Liters 
methode wurden 4ccem Blut in ein MeBkélbchen von 20 cem gegeben und Grun 
dieses bis nahe an den Hals mit Wasser gefiillt, 6fters durchgeschiittelt und ond 
dann '/, Stunde stehengelassen. ey 
Parallelbestimmungen unter Anwendung von destilliertem Wasse1 mogli 
und einer 1°,igen wasserigen Saponinlésung ergaben dieselben Werte. das ( 
wonach destilliertes Wasser wohl als einfachstes Mittel fiir die Hamolys« k 
gelten kann. a Bte 
Zu der Fliissigkeit im oben erwihnten MeBkélbchen gibt man dann kérpe 
2 bis 3 Tropfen Ather, um den Schaum zu entfernen und fiillt mit Wasse1 geechi 
bis zur Marke auf. Diese Fliissigkeit mu8 nun etwa 10 Minuten schar! aid 
zentrifugiert werden, um das Stroma (d. h. die bei der Haimolyse unléslich chime 
bleibenden Bestandteile der Blutkérperchen) zu entfernen, da sich sonst. oak 
nach Zusatz der Oxalatlésung, der Niederschlag nicht mehr vom Stroma 
trennen lieBe und die Anwesenheit der organischen Substanz des Stromues : 


einen gréBeren Verbrauch an KMnO, hervorrufen wiirde. Die tiber dem 
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stroma bleibende Fliissigkeit muB ganz durchsichtig rot sein, und von ihr 

rden je 5ccem (entsprechend je 1 ccm Blut) in zwei Zentrifugierréhrchen 
gebracht, mit NH,Cl und Ammoniumoxalatlésung in der iiblichen Weise 
versetzt und (wie bereits bei der allgemeinen Beschreibung der Methode 
ngegeben) erst nach 12 Stunden abzentrifugiert. Das Auswaschen erfolgt 
hier in der iiblichen Weise, aber die Mischung mit der Waschfliissigkeit 
hat mit besonderer Sorgfalt zu erfolgen, um den Niederschlag vollkommen 
vom roten Farbstoff zu befreien. 

Bei der Ca-Bestimmung in der Blutasche haben vergleichende Versuche 
gezeigt, daB es vorteilhafter ist, nur 1 cem Gesamtblut zu benutzen. Die 
Veraschung wurde genau wie beim Serum ausgefiihrt und das Resultat 
beim Gesamtblut verdoppelt, da ja nur 1 ccm Blut zur Bestimmung benutzt 
wurde. Unter diesen Bedingungen wurden beim nicht enteiweiBten Gesamt- 
blut und bei der Asche desselben die gleichen Werte festgestellt. 

Auch beim Gesamtblut ergab die Anwendung von eiweibfallenden 
Reagenzien zu hohe Werte. Selbst Uranylacetat, das beim Serum und Plasma 
richtige Werte ergab, lieB sich in den meisten Fallen beim Blut nicht an- 
wenden, da wegen der Anwesenheit des Haimoglobins eine viel gréBere 
Menge Uranylacetat zur vollstandigen Eiweiffallung nétig ist, wodurch 
zu hohe und unregelmaéBige Werte erhalten werden. Hingegen konnte 
beim Gesamtblut ein eiweiBfallender Stoff benutzt werden. der beim Plasma 
und Serum versagte: Trichloressigsiure. Wird die EnteiweiBung mit 
der nétigen Menge davon (etwa 5ccem Blut +- 5cem 20° ig. CC1,COOH 

5eem H.O; 6cem des Filtrats = 2cecm Blut) ausgefiihrt, und wird 
nun unmittelbar in diesem Filtrat die Fallung mit Oxalat vorgenommen, 
so erhalt man wie beim Serum und Plasma zu hohe Werte. Wenn aber 
ein bestimmtes Volumen des Filtrats (etwa 6 cem = 2 ccm Blut) zur Trockne 
verdampft wird, um den Uberschu8 an CC],COOH zu entfernen, so erhalt 
man richtige Werte im Gesamtblut. Der Riickstand wird in Wasser oder 
sehr verdiinnter Saure wieder aufgelést, die Saure, wenn nétig, mit NH, 
neutralisiert und das Ca als Oxalat zur Fallung gebracht. 

Bei Serum und Plasma ergab aber auch diese Verdampfungsmethode 
des Uberschusses an CC],CQOOH immer zu hohe Werte. 


Nachweis des Calciums in den Blutkérperchen. 


Uber den Kalkgehalt in den Blutkérperchen finden sich in der 
Literatur sehr verschiedene Angaben!. Dieses hat zweifellos . seinen 
Grund in der Schwierigkeit, eine vollstiindige Trennung von Plasma 
und Blutkérperchen durchzufiihren. Wir haben in folgendem eine 
moéglichst vollstandige Trennung erreicht und in den Blutkérperchen 
das Calcium bestimmt. 

Es wurde durch Zentrifugieren und nachfolgende Dekantation der 
gréBte Teil des fliissigen Plasmas entfernt. Hiernach wurde zu den Blut- 
kérpern physiologische Kochsalzlésung (0,85° ig) hinzugefiigt, durch- 
geschiittelt, nochmals zentrifugiert und die obere Waschfliissigkeit wieder 
durch Dekantation entfernt. Dieses wurde so oft wiederholt (drei- bis 
viermal), bis die iiberstehende Waschfliissigkeit in ein Reagenzglas gebracht 
und mit Sulfosalicylsaure und Trichloressigséure versetzt, keine EiweiB- 


1 J. of biol. Chem. 19, 710, 1925; diese Zeitschr. 114, 60, 1921, 
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reaktion mehr zeigte. Dann wurde noch einmal mit Kochsalzlésung a 
gewaschen und diese durch zweimaliges Zentrifugieren soweit als mégli: 
entfernt. Man erhalt so eine sehr dickfliissige Suspension der reinen Blu! 
kérper in etwas Kochsalzlésung, die fiir die weiteren Untersuchung 
benutzt wurde. 

Zum quantitativen Nachweis des Calciums in den Blutkérpern mi 
eine Zerstérung der Blutkérper durch Veraschen vorangehen. 

Nach dem Gliihen der Asche wird diese mit geringer Menge (ety 
leem) HCl aufgenommen. Das in der Platinschale unléslich bleibend: 
Fe,O, wird mit etwas konzentrierter H,SO, behandelt und abgerauch 
bis nur eine kleine Menge (1 bis 2 ccm) Fliissigkeit in der Schale zuriick 
bleibt. Nach Zusatz von 2 Tropfen Methylorange wird nun (eventue!| 
unter Eiskiihlung) diese ganze saure Fliissigkeit mit konzentriertem NH 
bis zur Gelbfairbung alkalisch gemacht. Hierbei fallt das Fe in braunen 
Flocken aus, wihrend das Ca in Lésung bleibt. Es werden noch 2 Tropfen 
H,O, hinzugegeben, um alles Fe in Ferrisalz umzuwandeln und so eine 
vollstandige Ausfallung des Fe zu erméglichen. Die Fliissigkeit wird ent 
weder direkt zentrifugiert oder in ein anderes Zentrifugenrohr filtriert und 
der Niederschlag mit wenig H,O, ausgewaschen. Die klare Fliissigkeit 
wird dann mit 1 cem NH,-Oxalatlésung versetzt. 

Bei Anwendung dieser Methode konnte auf analytischem Wege mittels 
der Titrationsmethode mit n/100 K MnO, kein Calcium nachgewiesen werden 
was mit den Angaben von M. Richter-Quittner’ iibereinstimmt. 

Da aber immer noch die Wahrscheinlichkeit bestand, da®B sehr geringe 
Mengen Calcium vorhanden sind, wurde eine spektrometrische Untersuchung 
mit den gereinigten Blutkérperchen vorgenommen?. Hierfiir wurden di: 
auf die vorher beschriebene Weise gereinigten Blutkérperchen einer Hamol yse 
unterzogen, indem auf | g Blutkérperchen 3 cem warmes Wasser gegeben 
wurden. Durch Vergleichslésungen konnte festgestellt werden, dai die 
Mindestgrenze des Calciumgehaltes der Blutkérperchen 0,03 mg-°,, betragt. 

‘ 
Parallelbestimmungen des Kalkgehaltes in den verschiedenen 
Blutbestandteilen desselben Individuums. 


Parallelbestimmungen im Serum, Plasma und im Gesamtblut und 
Blutkérperchen desselben Tieres zeigten beim Rind folgende Ergebnisse 
fiir je 100 ccm der entsprechenden Blutfliissigkeit : 





Analyse I Analyse II 
a UCD er tana as Slt 10,8 mg Ca 10,4 mg Ca 
PU nc rae t  giaclel. 11,7 mg Ca 11,4 mg Ca 
I Fie al pln = tal ty 11,0 mg Ca 10,9 mg Ca 


Blutkérperchen: Spektroskopisch nachweisbare Spuren. 


Der geringe Gehalt des Serums gegeniiber dem Plasma findet seine 
Erklarung in der Tatsache, daB das bei Gerinnung oder Defibrinierung des 


1 Diese Zeitschr. 114, 60, 1921. 
2 Naheres siehe Schmidt-Hebbel, Diss. 1932, Dresden. 
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Llutes auftretende Fibrin die Eigenschaft hat, einen Anteil des Blutkalkes 
mitzureiBen; wie bereits im vorigen Kapitel bei der Bestimmung im 
lefibrinierten Blut erértert wurde. Der niedrige Wert des Gesamtblutes 
yegentiber dem Plasma ergibt sich aus dem Umstand, daB das Gesamtbiut 

ungefahr nur zur Halfte aus dem Plasma besteht, wahrend die andere 
Halfte durch das Volumen der suspendierten Blutkérperchen bedingt wird. 

Obgleich sich theoretisch bei Beriicksichtigung des Blutkérperchen- 
volumens aus der Differenz zwischen dem Kalkgehalt des Gesamtblutes 
und des Plasmas ein Kalkgehalt berechnen lieB, erwiesen sich die Blut- 
kérperchen frei von analytisch feststellbaren Mengen; der Nachweis von 
geringeren Mengen Ca konnte jedoch auf spektroskopischem Wege erbracht 
werden. 

Durch die im Menschenblut ausgefiihrten Parallel bestimmungen 
konnten folgende Grenzen fiir den Normalwert des Kalkgehaltes in je 
100 cem der verschiedenen Blutelemente festgestellt werden, wobei sich 
dieselben Verhaltnisse wie im Rinderblut ergaben: 





SESS oe so 2 ee ee a 9—10.5 mg Mittel: 9,75 mg 
| SSS ee ee 10,5—11.0 mg Mittel: 10,75 mg 
oS a ere 9,5—10,5 mg Mittel: 10,00 mg 


Blutkorperchen: Spektroskopisch nachweisbare Spuren. 


Auch in den menschlichen Blutkérperchen konnte auf analytischem 
Wege kein Ca nachgewiesen werden. Dagegen konnte in den menschlichen 
Blutkérperchen, ebenso wie beim Rinderblut, die Anwesenheit von spektro- 
skopisch nachweisbaren Spuren von Ca festgestellt werden. 


Zusammenfassung, 


1. Von den gebriuchlichen Methoden fiir die Bestimmung des 
Blutkalkes ist die Titrationsbestimmung mittels K MnQ, die geeignetste, 
da sie neben groBer Genauigkeit auch eine schnelle und leichte Aus- 
fihrung erméglicht. Die verschiedenen Einzelheiten dieser Methode 
wurden einer Priifung unterzogen, um ihren EinfluB in der Genauigkeit 
festzustellen. Unter anderem ergab sich, daB durch einen Zusatz ge- 
ringer Menge NH,Cl-Lésung die Moglichkeit einer gleichzeitigen Aus- 
fallung von Mg verringert wird. 

2. Die Bestimmung im Serum und Plasma fiihrte bei Anwendung 
der nicht enteiweiBten Fliissigkeit und in ihrer Asche zu denselben 
Ergebnissen. Von den verschiedenen eiweibfillenden Reagenzien ergab 
nur Uranylacetat im Serum und im Plasma annihernd richtige Werte. 

3. Die Trennung der EiweiBkérper durch Ultrafiltration ergab, 
daB je nach dem angewandten Blutbestandteil 30 bis 50° des Gesamt- 
kalkes durch die Filtermembran zuriickgehalten werden, was dem 
jeweils kolloid an das EiweiB gebundenen Anteil entspricht. 


4. Auch im Gesamtblut stimmen die Bestimmungen in der Asche 
und in der direkten, himolysierten Blutfliissigkeit tiberein. Wahrend 


23* 
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hier Uranylacetat nicht anwendbar ist, ergibt die EnteiweiBung n 
Trichloressigsiure im Gesamtblut richtige Werte, wenn das eiweiBfre: 
Filtrat zur Entfernung der itiberschiissigen Trichloressigsiure z 
Trockne verdampft wird. 

5. Die Anwendung der verschiedenen gerinnungshemmenden Stoft 
ergab, da auBer Hirudin auch Liquoid und Germanin fiir die Calciun 
bestimmung im Plasma und im Gesamtblut verwendet werden kénne: 
da diese Stoffe keine in Betracht kommende Menge des Blutkalkes 
zur Fallung bringen. Wahrend andererseits die gerinnungshemmende 
Wirkung von Oxalaten und Fluoriden fiir die Bestimmung unbrauchba: 
ist, ergab Natriumcitrat im Gesamtblut praktisch annehmbare Werte. 
Im Plasma ruft Na-Citrat einen annahernd gleichbleibenden Verlust 
von | mg Ca auf 100 ccm Plasma hervor, welcher der fiir die Gerinnungs 
hemmung nétigen Kalkfallung entspricht. Wird dem im Citratplasma 
erhaltenen Wert 1 mg-°% Ca zugefiigt, so kénnen auch hier annaihernd 
richtige Werte erzielt werden. 

6. Die Untersuchung der Blutkérperchen ergab, daB diese nur 
spektroskopisch bestimmbare Mengen Ca enthalten. 
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Beeinflussung der Gewebsatmung durch Salze organischer Siuren. 


Von 


Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 


K6In.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die bisher mitgeteilten Versuche iiber die Beeinflussung der 
Gewebsatmung durch Aminoséuren! hatten gelehrt, daB nur gewisse 
Aminosauren eine sehr starke Steigerung der Atmung isolierten Gewebes 
(Methode O. Warburg) hervorrufen, und daB verschiedene Gewebs- 
arten durch verschiedene Aminosiuren besonders stark atmungs- 
steigernd beeinfluBt werden. Besonders auffallend war die Resistenz 
von Tumorgewebe gegen alle atmungssteigernden bisher untersuchten 
chemischen Einfliisse?. Aber auch die verschiedenen Normalgewebe 
des gleichen Tieres wiesen typische Unterschiede beziiglich der optimal 
wirksamen Aminosdure auf*. 

Nachdem schlieBlich ein Vergleich von Butterséiure und «-Amino- 
buttersiure gelehrt hatte, daB letztere die Atmung viel starker steigert 
als erstere*, schien es wiinschenswert, die Untersuchungen auch auf 
andere organische Sauren, als die Aminosiuren, auszudehnen. 

Zuniachst sei iber die Erfahrungen an normalem, in einer nachsten 
Mitteilung tiber die an Tumorgewebe berichtet. 

Die Methodik war die friiher oft beschriebene. Die Arbeit ist unter 
wertvoller Mithilfe der technischen Assistentin, Frau E. Striebeck, aus- 


1 Diese Zeitschr. 238, 351, 1931; 242, 26, 1931; 242, 436, 1931; 244. 
451, 1931; 247, 365, 1932. 

2 Ebenda 237, 226, 1931; Miinch. med. Wochenschr. 1931, S. 1254 

$ Diese Zeitschr. 244, 459, 1932. 

4 Ebenda 247, 354, 1932; 247, 365, 1932. 
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gefiihrt worden. Es wurden nur Organe von Versuchstieren verwend 
die vor der Tétung keinerlei Medikamente, insbesondere keine Narkot 
irgendwelcher Art erhalten hatten. 


Alle erwahnten Sauren wurden als Na-Salz der gebrauchten Ring: 
losung (0.9% NaCl, 0,023°% KCl, 0,024 °% CaCl, 0,026°% NaHCo 
zugesetzt. Wenn also im folgenden der Kiirze halber von einer Sau 
die Rede ist, so ist stets deren Na-Salz gemeint. Soweit nichts anderes 
ausdriicklich angegeben ist, war das py der Nahrlésung = 7,4, di 
Versuchstemperatur 37° C. 

In allen Tabellen beziehen sich die Zahlen einer Querreihe au! 
Untersuchungen, die in ein und derselben Versuchsreihe am gleiches 
Material ausgefiihrt wurden. Als Versuchstiere dienten Ratte, Mec: 
schweinchen, Katze, Kaninchen, Hund, Rind, Schwein. 


I. Niedere Fettsiuren. 


Die Tabellen I bis VII geben die an verschiedenen Organen verschiedene) 
Tierarten in frischem und gealtertem Zustande gewonnenen Resultate be 
Zufuhr des Na-Salzes von Essigsiure, Propionséure, Butterséiure, Valerian 
Isovalerian-, Capron- und Caprylsiure wieder. Da mit Na-Formiat in 
keinem Falle (sechs Versuchsreihen, Konzentration m/50 bis m/1000) eins 
deutliche Wirkung erzielt wurde, sind diese Versuchsprotokolle nicht mit 
geteilt. 

Es zeigte sich, daB das Na-Salz der in den Tabellen genannten Sauren, 
in gewissen Konzentrationen eine geringe Atmungssteigerung des unter 
suchten Gewebes hervorruft. Das Ausmafi dieser Atmungssteigerung 
schwankt meist zwischen 10 und 30°, der Atmung in zusatzfreier Ringer 
lésung. Die Wirkung ist an im Eiskasten gealtertem Gewebe meist nicht 
wesentlich héher als an frisch dem Tier entnommenem oder solchem, das 
nur wenige Stunden im Eisschrank verwahrt worden war. Die optimale 
Wirkung wird meist durch Konzentrationen von etwa m/100 erreicht, be 
Caprylsiure durch m/500. 

‘ An Besonderheiten der Wirkung der einzelnen Fettsaéuren ist folgendes 
hervorzuheben. Formiat zeigte keine, propionsaures Na hat eine besonders 
geringe atmungssteigernde Wirkung. Unter 15 Versuchsreihen mit dem 
letzteren zeigte sich in 8 iiberhaupt keine eindeutige Atmungssteigerung 
(davon waren 6 Versuchsreihen mit Niere ausgefiihrt). Dies ist um so be 
rerkenswerter, als die der Propionséiure entsprechende Aminoséure, das 
Alanin, eine besonders intensiv atmungssteigernde Wirkung gerade auf 
Nierengewebe ausiibt. Die mit Buttersiure gewonnenen Resultate ent 
sprechen ganz den schon friiher kurz erwahnten'. Isovalerianséure hat 
eine etwas geringere Einwirkung auf die Atmung als Valeriansdure. 
ScblieBlich ist die Caprylsiure dadurch bemerkenswert, daB Konzentra- 
tionen von m/50 bis m/100 eine deutliche Hemmung der Gewebsatmung 
(bis auf ein Viertel des Normalwertes) bedingen, wahrend bei niedrigeren 
Konzentrationen (m/500 bis m/1000) eine geringe Steigerung der Atmungs- 
groBe (um etwa 20°, des Ausgangswertes) meist beobachtet wurde. 


! Diese Zeitschr. 247, 365, 1932. 
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Tabelle 
Beeinflussung der Gewebsatmung durch Na-Acetat. 





Tier 


Kaninehen Nr. 32 
9. IIT. 1932 
\Meerschweinchen Nr. 1 


9 


Rind Nr. 4 
a 
= oon 

«a 

25 


= _ 


Ratte Nr. 16 


l'umorratte Nr. 27 


Organ 


Niere 


Leber 
Herz 
Niere 
Leber 
Retina 
Niere 
Retina 


Niere 


Vor- 


behandlung 


5Ob 


in NR 


frisch 


jh 
Dh 
24h 
25h 
5h 
20h 
53h 
Ah 


2gh 


26h 


in NR 
NR 
NR 
NR 

alt 

in NR 

alt 


in NR 


frisch 


Tabelle 


Vo, 
in NR 


53 49 


11,1 10,6 


101 99 
38 4,2 
2.05 2,6 

10.4 10.3 


2.0 1,9 
5. €2 
5.1 4,5 
Gh. ta 
58 612 


3,2 2,9 
10,2 11,2 


14,2 


Tl. 


> To. etat 
Vo, in NR + Na-Acetat 
folgender Konzentration 


m50 m100 m/200) m/500 
10.5 10,8 10,1 9,3 


13,3 12,7 |12,35 10,7 
11,0 11,8 106 103 
5.06 53 465 4,9 
82:28) 382) 30 
10,7 11,1 10.6 10,9 
30; 34/24 1 26 


7.05 7.0 65 6.4 


Beeinflussung der Gewebsatmung durch propionsaures Na. 





Tier 


Meerschweinchen Nr. 1 


11. IV. 1932 


Meerschweinchen Nr. 2 


Rind Nr. 9 


sn 

" » eo 
‘ ae 
i . 18 
a » @ 
Ratte . 16 
‘s . we 


Katze. 1 


Organ 


Niere 


Leber 
Retina 
Niere 


Retina 


Niere 
> 


Leber 


Vor- 


behandlung 


3h 
Dh 
4h 
26h 
Qsh 
30h 
54h 
2gh 
51h 
30h 
51h 
3h 
27h 
4) |,h 


97 


Q7h 


in NR 
NR 

» NR 

; ae 
NR 

alt 

in NR 


ae 
NR 
alt 


in NR 
» NR 
NR 


a) 
tO 


’ 2 
in NR 


10.8 11.0 
10,4 10.8 
10.2 108 
10.5 10,8 
8.0 34 
44 4,7 
3,15 3.2 
93 8,7 
84 82 
40 3.5 
3,1 
2.9 34 
10,8 11,1 
14.4 14,8 


41 45 


Yo, in NR + propionsaures 
Na folgender Konzentration 


m50 m/100) m/200) m/500 
12,7 11.6 12,0 11,7 
11,2 {11,0 {11,1 | 11,1 


11,2 10.3 108 10,3 
11,7 (11,2 (121 | 11,1 
40/44 | 3,7 | 3 


3,95 4,55 54 4.4 
3,5 


3.5 ° 3.36. 3.2 
10,7 | 9,9 

7.75 81 7.8 7.5 
40 3.5 

45 3,4 2.6 2.5 
3,0 4.4 4 
11,5 (12,7 '11,8 | 11.6 
14.4 153 

3.95 495 4.5 4.6 
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Tabelle II]. 


Gewebsatmung durch buttersaures Na. 





Tier 


Ratte Nr. 6 


~I 


i) 
Tumorratte Nr. 22 


Kaninchen Nr. 32 


7 » oO 
Rind Nr. 69 
—— 
‘ Pee i 


oo =e 

21. VI. 1932 
Rind Nr. 24 
Katze Nr. 7 

3. II. 1932 
Meerschweinchen 

Nr. 15 
Meerschweinchen 


Nr. 1 


Organ 


N iere 
Leber 


Niere 
Leber 


Niere 


” 


” 


* 
Retina 


Leber 


Niere 


Vor- 


behandlung 


4h 


49h 
9Gh 


51h 
23h 


4h 
24h 
Ish 
4h 
Ish 


4gh 


9b 


Dh 


in NR 
2 
NR 
ao 
NR 
NR 
a 
ef | 
._~ ae 
, we 
alt 
in NR 
» NR 
» NR 


Vo, 
in NR 
12.0 11,6 
Si of 
25 28 
13,2 13,5 
7,9 84 
6.45 6.3 
29 3,4 
11.8 11,6 
5.0 54 
92 93 
48 5.0 
$7 4,1 
2.65 3.0 
5,85 5.6 
40 3.8 
5.0 515 
27 3,2 
11.0 11,3 


Tabelle IV. 
Beeinflussung der Gewebsatmung durch valeriansaures Na. 


Vo, in N R + buttersaure 
Na folgender Konzentratio; 


m50)  m/100 m,200 m/500 m1 


13,4 14,0 
4,95 5.0 
2,6 2,9 

16.6 15.4 
95 91 
te) o 
48 43 

13,5 11.8 

12.5 11,2 

10,8 11,6 
40 5.0 
8,55) 4,55 
8,56 3.9 
5,76 6,3 


3,2 4,1 
5.66 5,4 
46 48 
14.7 14,4 


14.8 
5,1 
3,0 

12.6 


2 
8,5 
7,3 


11.5 
9,2: 
12,2 
5,9 
(3,3) 


7,0 


14,4 
5,0 
2.5 





Tier 


Rind Nr. 43 
30. V. 1932 
Rind Nr. 45 
ie haa 
Ratte . 27 


3. VI. 1932 


Tumorratte Nr. 27 


Katze Nr. 1 


Organ 


Niere 


Retina 


” 


Niere 
Leber 


Niere 


Vor- 
behandlung 
28h in NR 
52h , NR 
48> alt 
29% alt 
24h . NR 
27h , NR 
65 , NR 
27h , NR 
30h . NR 


Vo, 


in NR 
84 86 
8.5 8.6 
2,9 83 
2,/ 2,9 


15,3 15,4 


6,6 


14, 


6,8 
3 


10,6 11,2 


9,3 


9,6 


Vo. in NR + valeriansaures 


Na folgender Konzentration 


m 50 m/100 m/200 m/500)m/ 1000 


10,9 11.0 
11,1 9.8 
28 3.6 
2,5 | 3,5 


14,7 14,9 
6,65 7,3 

15,5 

12,3 

10,0 11,9 


11,4 


3,7 


10,1 
9,8 
4.05 
3,0 








B 


Rind 


Ratte 
$.V 


lumo 


Katze 


Meers 
Nr. 
Bas. 


Meers 
Nr. 


Katze 


Ratte 


Tumo 


Rind 


- 


Kalb 
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Beeinflussung der Gewebsatmung durch isovaleriansaures 


Tabelle 


V. 


Na. 





Tier 


Rind Nr. 43 


i. = 


Ratte Nr. 27 
$. VI. 


lumorratte Nr. 27 


Katze Nr. 1 


Beeinflussung der 


Organ 


Niere 


Retina 


Niere 
Leber 


Niere 


Vor- a) 


to 


behandlung in NR 


29h in NR 8,7 


53h , NR! 83 


49h alt 2.1 


8.3 
8,1 


23 


255 in NR 14,0 14.4 


29> , NB) 5, 


6h 


5 


5.7 


ee 14,3 


275 , NR 10,6 11,2 


295 , NR}! 9, 


3 


9.6 


Tabelle VI. 


Gewebsatmung durch capronsaures Na. 


Vo, in NR + 


isovaleriansaures 


Na folgender Konzentration 


m50) m 100) m/200 m 500 m/1000 


10.2 9,25: 82 


8.5 8.45 
1,7) 20 
15.9 14,3 
5.3 63 
15.4 17.0 
11.5 


10,4 10,9 


8.6 

8.6 5.1 
2,1 2.2 
14,7 14,2 
59 5.9 





Tier 


Meerschweinchen 
Nr. 1 
11. April 1932 


Meerschweinchen 
Nr. 2 
Katze Nr. 1 


Ratte , 18 


” » 19 
” > a 


l'umorratte Nr. 22 


Rind Nr. 33 
“ a 


Kalb . 7 


Organ 


- * 
Niere * 


Leber 


Niere 


Leber 
Niere 


Retina 


Vor- Vo, 
behandlung in NR 


4h in NR 11,2 
265 , NR 104 


2h , NR10,5 
29h , NR i 


29 , NR 2, 


295 , NR! 9,5 


5b. NR 144 
24h , NR 11,2 
5b, NR 14,0 
4h , NR 9,4 
» NR 8,7 
» NRi11,7 


5h 
26h 


3h alt 3.6 
31h , 2.9 


9.9 


5 


or 


9.4 


14.6 


1 


1,6 


14.0 


9,2 
8.4 


1 


1.0 


3,15 
3.0 


30h . 28 


Yo, in NR + capronsaures Na 
folgender Konzentration 


m/50) m/100, m/200 


11,9 | 12,9 | 12,3 
13.0 14,1 13,0 


11.9 11, 
10.9 1 
3,05) 2,5 
11.8 100 
18,7 18,7 19,1 
11,5 11,6 12.1 
15.6 15.0 
93 95 
88 88 
11,1 | 11,9 |11,0 


5.0 4.55 
3,0 3.4 


m/500) m/1000 


12,5 


12,4 


15.8 
13,6 
14,8 15.5 


11.0 
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Tabelle VII. 


Beeinflussung der Gewebsatmung durch caprylsaures Na. 





Yo,, in NR + caprylsaures N 


Tier Organ Vor- Yo, folgender Konzentration 
behandlung in NR 


m50) m/100) m/200) m/500 m 10 


Ratte Nr. 19 Niere| 25" in NR 12,3 12.1 3,3 10,6 13,9 13,0 

- me i 465 . NR $134 13,1 8.5 | 15,5 15.8 142 
Tumorratte _ 275 . NR / 11,7 11,9 5,2 9,8 | 10,2 | 12,9 

Nr. 22 
Kalb Nr. 6 Retina 295 alt 41 4,2 23124; 384 
Rind , 52 ‘a 32» alt 20 245), 14 196 2.35} 33 
Katze , 1 Niere 315 ,. NR: 99 93 4.5 10.0 194 100 


Vergleicht man die Wirkung der verschiedenen niederen Fettséuren 
untereinander, indem man z. B., wie dies in Abb. | geschah, die durch 
m/50 bis m/100 erzielte Atmungssteigerung in allen Versuchen addiert und 
durch Division durch die Zah! der Versuche einen Mittelwert errechnet und 

den Mittelwert der Atmungssteigerung 

















2 . ‘ 
sas X \ in Prozenten des Mittelwertes der Ge 
10+ NIA ‘a oe ee websatmung in NR ausdriickt, so ergibt 
x WR sich die eigenartige Tatsache, daB die 
ort = 835 atmungssteigernde Wirkung der Salz 
0 < = a = 4 eS | der niederen Fettsiuren (Ameisensaur: 
8 > s se § bis Valerianséure) mit gerader Zahl de: 
20-3 —S—3 —8 $3—+—S$ , . ws a 
§ 5 § 3 SS § x C-Atome im Molekiil gréBer ist als die 
‘ y > s : 5 
JOV-& —§ 38 $ N § Ss jener mit einer ungeradzahligen C-Atom 
al 7 ‘ wie: * kette. Dies gilt von der Ameisen- bis 
ee 3 zur Capronsaure. Die Caprylsaure hemmt, 
D0. . ~ . , ° 
’ ae wie schon erwahnt, in Konzentrationen 
Mittelwerte der Atmungssteigerung os . : . 
durch m/50 bis m/100 des Na-Salzes von m/50 bis m/100 die Gewebsatmung 
der niederen Fettséuren, in °/9 der deutlich ?. 
Atmung in NR ausgedriickt. Die F ; 
eingeklammerte Zahl gibt die Zahl Es sei daran erinnert, daB die 
der statistisch verwerteten Ver- Fettsiuren mit gerader und ungerade: 
suche an. Kohlenstoffzahl auch beziiglich der phy- 


sikalischen Eigenschaft des Schmelz- 
punktes je eine Reihe zusammengehdériger Verbindungen bilden und da 
Embden und seine Mitarbeiter zeigen konnten, daB die isolierte Leber 
nur aus den Fettsaéuren mit gerader Zahl der C-Atome Aceton bildet, wobei 
der Isovaleriansaure freilich eine Sonderstellung zukommt. 


Ein besonders deutliches Ansprechen einer oder der anderen Gewebsart 
auf eine bestimmte niedere Fettsiure konnte im Gegensatz zu den Er- 


? Anmerkung bei der Korrektur. Seither habe ich sieben Versuchsreihen 
an Niere von Ratte und Kaninchen und eine Versuchsreihe an Rattenleber 
mit oenanth-saurem Na ausgefiihrt. Die Atmungssteigerung durch m/100 
betrug im Mittel etwa 30", (maximal tiber 70°,,). Das Wirkungsoptimum 
liegt bei m/200 bis m/500. 
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irungen mit Aminosduren nicht sicher ermittelt werden. Die Wirkung 
yon Acetat auf Lebergewebe scheint besonders deutlich im Vergleich mit 
Nierengewebe, die von Butterséiure auf Lebergewebe sehr gering zu sein, 
doch waren hier noch ausgedehntere Versuchsreihen notwendig. 

Im allgemeinen lehren die Versuche, dafi die Atmung, abgesehen von 
der stark hemmenden Wirkung héherer Caprylsiurekonzentrationen, durch 
das Na-Salz der niederen Fettsdéuren (mit Ausnahme der Ameisenséure) 

geringem Grade im Sinne einer Steigerung der Sauerstoffzehrung be- 
eintluBt wird. Die atmungssteigernde Wirkung von Alanin und «-Amino- 
butterséure ist starker als die der entsprechenden Fettséuren: Propion- 
saure und Buttersaure. 

Eine Bestimmung der Oberflachenspannung der m/50 Caprylsdure 
enthaltenden NR mit dem Stalagmometer ergab wohl etwas, aber nicht 
wesentlich geringere Werte als die von NR selbst. Die Oberflichenspannung 
der m/50 Capryl-NR-Lésung betriagt bei 25°C etwa 0.9, auf die Oberflachen- 
spannung Wasser— Luft als Einheit bezogen. Es ist danach nicht anzu- 
nehmen, da®B (auch bei der Versuchstemperatur von 37°C) die Atmungs- 
hemmung durch hohe Caprylséurekonzentrationen als eine Wirkung ober- 
flachenaktiver Stoffe anzusehen ist. 


Il. Versuche mit Milehsiure und Brenztraubensiure. 


Uber die Beeinflussung der Gewebsatmung durch Milchséure und durch 
Brenztraubensaure liegen von O. Meyerhof und seinen Mitarbeitern bereits 
eine Reihe von Beobachtungen an verschiedenen Organen vor. Kaltbliiter- 
und Warmbliitermuskulatur wird nach diesen Autoren durch Milchsaéure- 
und Brenztraubensaéure atmungssteigernd beeinfluBt?. Dies soll am frisch 
entnommenen Organ weniger deutlich sein als an dem in Ringerlésung 
von 37°C einige Zeit (mehrere Stunden) atmenden, was die Beobachter auf 
den allmahlichen Schwund der durch die Préparation urspriinglich im Muskel 
vorhandenen Milchsaure zuriickfiihren. Auch Lebergewebe der Ratte wird 
nach Meyerhof, Lohmann und Meier (}.c.) ahnlich beeinfluBt. Nach ihren 
Angaben stimmt (S. 485) die Wirkung der Milchséiure und Brenztrauben- 
siure auf die Leberzelle mit der auf den Muskel vollstandig iiberein. Ahnliche 
Angaben finden sich bei Takane* und Meyerhof und Lohmann*. Auch fiir 
Nierengewebe geben Meyerhof und Lohmann (l.c.) eine Steigerung der 
Atemgr68e durch Lactatzusatz zur Ringerlésung an. SchlieBlich liegen 
Beobachtungen an ganglienzellreichen Geweben vor. Loebel* hat am Ratten- 
gehirn die starke Atmungssteigerung, die Lactat hervorruft, festgestellt; 
ahnliche Beobachtungen liegen weiterhin von Meyerhof und Lohmann (1. c.) 
vor. Auch bei diesen Versuchen war die Lactatwirkung bei langerer Ver- 
suchsdauer erst besonders deutlich. SchlieBlich haben Meyerhof und Loh- 
mann (l.c.) noch gezeigt, daB sich d- und 1-Milchséure beziiglich ihrer 
Wirkung auf die Atmung von Warmbliitergewebe sehr verschieden ver- 


halten. Ahnliche Versuche liegen auch von Dickens und Simer® vor. Sie 


1 O. Meyerhof, K. Lohmann u. R. Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 1925; 
O. Meyerhof u. K. Lohmann, ebenda 171, 419, 1926. 
2 R. Takane, ebenda 171, 403, 1926. 
3 O. Meyerhof u. K. Lohmann, ebenda 171, 381. 1926 und l. c. 
4 R.O. Loebel, ebenda 161, 219, 1925. 
F. Dickens u. F. Simer, Biochem. J. 24, 1301, 1930. 
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fanden mit Warburgs Methode, daB durch Zusatz von m/45 Lactat oud 
Pyruvat der Sauerstoffverbrauch bei Leber und Testikel gesteigert wir 
bei Lebergewebe starker als durch Glucosezusatz. Auch bei Jensen-Sark 
und Rous-Sarkom fanden sie ahnliche Wirkungen. Im ganzen teilen di: 
Autoren das Ergebnis von sieben Vergleichsversuchen mit. Im Gegens 
zu Normalgewebe soll Tumorgewebe nach Dickens und Simer jedoch wi 
Brenztraubenséure, aber auf Grund der von ihnen berechneten respirato: 
schen Quotienten nicht Lactat verwerten kénnen!. In seiner neuere: 
Zusammenstellung betont Meyerhof? die Atmungssteigerung von Zwerchf: 
der Ratte durch Lactat (etwa 20°.) und besonders durch brenztraube: 
saures Natrium, sowie deren atmungserhaltende Wirkungen auf Ratte: 
zwerchfell. 


Die eigenen Versuche haben die vorliegenden Angaben gréBtenteils 
bestatigt, jedoch in einzelnen Punkten, vor allem beziiglich der Spezifitat 
der Wirkungsstarke in einem anscheinend wesentlichen Punkte er- 
weitern kénnen. 


Die nachfolgenden Tabellen VIII bis XII, die die Beeinflussung de: 
Gewebsatmung durch Milchséiure und Brenztraubenséure darstellen, sind 
auf Grund der Versuchsergebnisse bereits nach Organen geordnet. Six 
stellen nur Versuche in NR der eingangs genannten Zusammensetzuny 
dar. In einigen Punkten werden sie erweitert durch Versuche in phosphat 
haltiger Nahrlésung, auf die eine naichste Arbeit eingeht. 

Ein Vergleich der Tabellen VIII bis XII lehrt, dai von den beiden 
Saéuren, die als biologische Zwischenprodukte des Kohlenhydratabbaues 
im Organismus ein ganz besonderes Interesse verlangen, unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen die Brenztraubenséure meist, vor allem aber bei 
Herzgewebe, von den beiden die intensiver wirksame ist. 

Insbesondere fallt ferner schon bei einem Vergleich von Tabelle VII! 
und IX auf, daB die verschiedenen Organe quantitativ durch Lactat selir 
verschieden stark beeinfluBt werden*. Die Atmung von Niere und Leber 
wird (frisch und in gealtertem Zustande) durch Lactat um etwa 1) 
bis 50°., gesteigert. (Gepriifter Konzentrationsbereich m/50 bis m/5000. 
Nur einmal, bei der schlecht atmenden Leber der Ratte Nr. 17, wurde 
Qo, von | auf 3 erhéht. Ganz ahnlich sind (nicht ganz in Ubereinstimmuny 
mit der bisherigen Literatur) meine in NR-Lésung gewonnenen Erfahrungen 
bei quergestreifter Muskulatur. Es wurde Zwerchfell der Ratte und die 
flache Bauchmuskulatur von Ratten verwendet. Die Atmungssteigerung 
gegeniiber den in zusatzfreier Ringerlésung atmenden Kontrollschnitten 
betrug 0 bis etwa 30°,, selten bis 50°., meist 0 bis 10°,, lag also meist 
innerhalb der Grenze der Versuchsfehler und nur in einem einzigen Falle 
sah ich bei (5 Stunden) gealtertem Zwerchfell der Ratte durch Milchséure 
und ebenso durch Brenztraubensaéurezusatz und auch durch Traubenzucke 
ein Ansteigen der Atmung von Qo, = 0,5 auf etwa Qo, = 2,5 eintreten. 
Demgegentiber ist die Atmungssteigerung von Herzkammergewebe® und 
Retina, wie Tabelle [X zeigt, von ganz anderer GréBenordnung. Kon 
zentrationen von m/50 bis etwa m/1000 wirken ausnahmslos deutlich 


' Thre Tabelle XII enthalt nur einen entsprechenden Versuch. 
2 O. Meyerhof, Die chemischen Vorginge im Muskel. Berlin 1930. 
3 Mit Vorhofsgewebe habe ich bisher keine Versuche angestellt. 
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atmungssteigernd, und zwar ist die Atmungssteigerung bei eben vo; 
Schlachthof gebrachten und bei | bis 2 Tage auf Eis im uner6ffneten Auy 
gealterter Retina bei den héheren Milchséurekonzentrationen (m/50  |yjs 
m/200) etwa 100 bis 500°... Auch eine ganz frisch verarbeitete Katzenretin, 
zeigte durch m/50 Lactat eine Atmungssteigerung von Qo, 7,6 auf 18.4 
Auch bei frischem Herzkammergewebe wurden (Ratte Nr. 17, 20, 23» 
Atmungssteigerungen von 100 bis 200°,, bei gealtertem bis 350°,, beo! 
achtet. 


Die Tabellen zeigen deutlich, daB zwar allgemein die Atmung der vei 
schiedensten Gewebe durch Lactat gesteigert wird, aber unverhaltnismaBiy 
stark die von Herzkammergewebe (im Gegensatz zur quergestreiften 
Muskulatur) und die von Retina. Da unsere Befunde an Retina mit den 
erwahnten von Loebel, sowie Meyerhof und Lohmann an grauer Hirnsubstanz 
in bestem Einklange stehen, so kann wohl gesagt werden, dai die Atmuny 
von Herzkammergewebe einerseits und von ganglienzellreichem Nervengewely 
andererseits durch Lactat besonders stark gesteigert wird, so wie dies fiir Nieren 
gewebe in friiheren Arbeiten beziiglich Alanin und Phenylalanin gezeigt 
werden konnte. 


Ganz ahnlich dem Lactat beeinfluBt Pyruvat die Gewebsatmung 
Auch bei Einwirkung der Salze der Brenztraubensaure ist die Reaktion 
der einzelnen Gewebe spezifisch verschieden. Nur lassen unsere Versuch 
hier drei Gruppen unterscheiden. Am starksten reagieren auf Pyruvat 
wieder Herzkammer und Retina. Die Atmungssteigerung ist bei frischer 
und gealterter Retina 100 bis 350°, der Atmung in zusatzfreier Ringe 
lésung. Am Herzen ist die Wirkung, wie auch aus Tabelle XI hervorgeht. 
am gleichen Objekt in der Regel deutlich starker als bei aquimolekularen 
Lactatgaben. Am frischen Herzgewebe wurden Atmungssteigerungen bis 
300°, beobachtet (Ratte Nr. 17, 20, Tumorratte Nr. 26) und auch, wenn 
die Atmung des Herzens relativ groB war (Ratte Nr. 23a, 25, 27), Steige 
rungen von 50 bis 100°,. An gealtertem Herzkammergewebe waren dic 
Wirkungen bis 500°). Quergestreifte Rattenmuskulatur (Zwerchfell, 
flache Bauchmuskulatur) wurde demgegeniiber in der Regel nur sehr wenig 
oder gar nicht durch Pyruvat beeinfluBt. Von zwoélf derartigen Versuchs 
reihen ergaben zehn ein negatives Resultat. 


Nicht besser als mit der quergestreiften Muskulatur war es mit Leber- 
gewebe. Von 13 Versuchsreihen ergaben bei pu 7,4 nur fiinf eine geringe 
Atmungssteigerung von 10 bis 20°, (gepriift m/50 bis m/1000). 


Eine besondere Reaktionsart zeigte jedoch Nierengewebe (Ratte, 
Katze, Kaninchen, Schwein, Rind) unter unseren Versuchsbedingungen 
gegeniiber Brenztraubensaéure (Tabelle XII), die sich nicht nur von der 
der anderen untersuchten Gewebe unterscheidet, sondern auch von de! 
der Niere auf Lactatzufuhr. Hohe Dosen Pyruvat (m/50 bis etwa m/200) 
hemmen die Nierenatmung deutlich oder lassen sie (seltener) unbeeinfluBt 
Niedere Konzentrationen (m/500 bis m/10000) kénnen die Nierenatmunyg 
etwas (20 bis 30°,,) steigern. Eine Steigerung der Atmung um etwa 50 
sah ich nur einmal (Ratte Nr. 25 durch m/5000 Pyruvat von Qo, 15.3 
auf 22,4). Unter 23 Versuchsreihen hemmte m/50 bis m/100 Pyruvat dic 
Nierenatmung 20mal deutlich und lieB sie 3mal unbeeinfluBt. Diese 
atmungshemmende Wirkung ist bei frischem Gewebe oft deutlicher als 
bei gealtertem. Die atmungssteigernde Grenzkonzentration ist bei Pyruvat 
in der Regel eine viel niedrigere als bei Lactat (m/1000 bis m/5000). 
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Besonderheit der Nieren von Tumorratten 


Es sei hier eine auffallige Besonderheit der Reaktion der gesunden 
Nieren von Tumorratten erwahnt, die noch genauer untersucht wird. 
Wahrend, wie gesagt, m/50 bis m/100 Pyruvat an der Niere gesunder 
Kinder, Katzen und Ratten in 23 Versuchen die Atmung 20mal hemmte, 
3mal unbeeinfluBt lieB, nie steigerte, ergaben 16 entsprechende Versuchs- 
reihen an der Niere von 7 mit Jensen-Sarkom behafteten Ratten auf Zusatz 
von m/50 bis m/100 Pyruvat nur 4mal eine Hemmung, 4mal eine deutliche 
Steigerung der Atmung, 8mal keine deutliche Wirkung. In den vier Fallen, 
bei denen die Atmung der frischen Niere von Tumortieren durch m/50 
Brenztraubenséiure gehemmt wurde, war dies bei etwa 6 Stunden lang aut 
Kis gealtertem Material der gleichen Niere, im Gegensatz zu Kontroll- 
versuchen mit Nieren gesunder Ratten, nicht mehr der Fall. Sollte sich 
diese Beobachtung auch weiterhin bestatigen. so diirfte sie als Wegweiser 
weiterer Untersuchungen von Bedeutung sein’. Jedenfalls ist auch bei der 
Niere normaler Ratten die Atmungshemmung durch Pyruvat am frischen 
Material meist am ausgesprochensten, aber auch noch (s. Tabelle) an 
24 bis 48 Stunden auf Eis gealtertem sehr deutlich. 


Erfahrungen bei langdauernden Atemversuchen. 


Aus den Kurven, die Meyerhof, Lohmann und Meier (l.c.) tiber die 
Beeinflussung der Atmung des Rattenzwerchfells durch Lactat und Pyruvat 
mitteilen, geht hervor, da®B sich die atmungssteigernde Wirkung dieser 
Zusatze (vor allem Abb. 1, 1. ce.) im Laufe der ersten Stunde mitunter kaum 
deutlich erkennen la8t, sondern erst im weiteren Versuchsverlauf zutage 
tritt. Die Brenztraubenséure wirkte deutlicher als die Milchsaure?. 

In den eigenen Versuchen erwies sich Lactat und Pyruvat quer- 
gestreifter Muskulatur gegeniiber fast durchwegs wirkungslos, oder fast 
wirkungslos. Deshalb wurde in einer Anzahl von Versuchsreihen die Wirkung 
von Traubenzucker, Lactat und Pyruvat an quergestreifter Muskulatur, 
Herzkammer, Retina und Niere in Versuchen von mehrstiindiger Dauer 
beobachtet, um festzustellen, ob das Absinken der Atmung im Versuchs- 
verlauf durch diese Zusaitze deutlich gehemmt wird. 

Tabelle XIII und XIV und Abb. 2 bis 4 geben nur einige Beispiele 
der sehr zahlreichen Versuche wieder. 

Zusammentassend kann als Ergebnis der Versuche bezeichnet werden: 
Bei Geweben, deren Atmung durch Traubenzucker, Lactat und Pyruvat 
von Anfang an stark gesteigert wurde (Herzkammer, Retina), war in unseren 
Versuchen die Atmungssteigerung in der Regel auch nach Stunden noch 
sehr deutlich. Die Tendenz zum Absinken der Atemgr6Be bei langerer 
Versuchsdauer war aber trotz der genannten Zusitze fast stets unver- 
kennbar, wenn auch mitunter geringer als bei den Kontrollschnitten in 
zusatzfreier NR. 


1 Es sei darauf hingewiesen, dai Dische und Laszlo (diese Zeitschr. 175, 
412, 1926) gefunden haben, da®B das glykolytische Vermégen der normalen 
Leber von Carcinomtieren erhéht ist, bei der Niere solcher Tiere war eine 
Steigerung der glykolytischen Fahigkeiten nicht eindeutig zu ermitteln 

2 Siehe auch O. Meyerhof, Die chemischen Vorgange im Muskel, 8. 52ff. 
Berlin, J. Springer, 1930. 
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Ganz ahnlich war es auch bei den Geweben, deren Atmung dur 
Lactat und Pyruvat bei unserer Versuchsanordnung nicht merklich ¢& 
steigert wurde. Gelegentlich, aber durchaus nicht immer, war in diese: 
Fallen (quergestreifte Muskulatur, Niere, Leber) das Absinken der Atmuny 
bei Pyruvat-, Lactat- und Traubenzuckerzusatz im Laufe von 3 Stunden 
etwas verzégert, wie es in Abb. 2 zu sehen ist, aber keineswegs imme: 














7 L 
%2 7 "We é 272 Stunden 3 
Abb. 2. 


Dauerversuch. Beeinflussung der Atmung 
von Rattenzwerchfell durch m/100 Lactat 


und m/100 Pyruvat. 
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Abb. 4. 
Dauerversuch. 
\ Beeinflussung der 
. | x Atmung von Rinder- 
“Ie 1 1% 2 2b tmndens retina durch m/50 


Lactat (<) und m/50 


Abb. 3. Pyruvat (©). 


Dauerversuch. Beeinflussung der Atmung 
von Rattenherzkammer durch m)100 Lactat 
und m 100 Pyruvat. 


Die Kurven Abb. 2 bis 4 sind so geschrieben, daB auf der Ordinate Qo, 
zur Zeit der auf der Abszisse angegebenen Versuchsdauer verzeichnet ist. 
Der O,-Verbrauch wurde fiir jede Ablesung fiir eine Zeit von 15 Minuten 
ermittelt. Diese Art der Kurvenschreibung fiihrt, wie ich glaube, die Ver- 
haltnisse sehr anschaulich vor Augen, und zeigt, daB die Kurven meist 
einander beinahe parallel verlaufend absinken. 


In Meyerhofs Versuchen sind die Atemwerte fiir Zwerchfell meist 
hoher als in den eigenen. Da8 hierin nicht der Grund fii die geringe Lactat- 
und Pyruvatwirkung am Zwerchfell zu suchen ist, schlieBe ich daraus, 
daB Versuche mit groBer Zwerchfellatmung sich grundsatzlich nicht 
anders verhielten, als solche mit kleiner. Inshesondere aber ist zu betonen, 
daB die beim Zwerchfell und der Bauchmuskulatur der Ratte vermibte 
Wirkung bei Herz- und Retinagewebe stets aufs deutlichste zutage trat. 
Dies lehrt eindeutig, da beziiglich Atmungssteigerung und Atmungs- 
erhaltung durch Lactat und Pyruvat Analogien bestehen und spezifische 
Unterschiede der verschiedenen Gewebe gegen die Beeinflussung dieser 
beiden Erscheinungen durch die beiden chemischen Einfliisse. 
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Tabelle 





Beeinflussung des Atmungsabfalles von Nierengewebe und Retina durch Milchsaure, Brenztraubensiure und 'Traubenzucker. 
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Allgemein lehren unsere Versuche, dai unter den gepriiften Versuchs- 
bedingungen Herzgewebe und Retina durch Lactat und Pyruvat selbst noch 
in Konzentrationen von m/10000 deutlich atmungssteigernd beeinfluBt 
werden kénnen und da sich diese Atmungssteigerung stundenlang, wenn 
auch allmahlich abnehmend, hochgradig erhalt. 

Bei quergestreifter Muskulatur, Leber, Niere ist die Wirkung der 
genannten Stoffe sowohl beziiglich Steigerung als beziiglich Erhaltung 
der Atmung meist viel weniger deutlich, wenn auch gelegentlich (s. Tumor- 
ratte Nr. 28, Tabelle XIV) vorhanden. 

Am deutlichsten waren die atmungserhaltenden Wirkungen gelegentlich 
an Retina festzustellen (s. Tabelle XII1). 

Stets zeigte sich bei gleichartigen Untersuchungen an der gleichen 
Gewebsart auch der deutliche Einflu8 individuell verschiedener Reaktions- 
starke. 

Uber ganz gleichartige Versuche bei Zusatz von Phosphat zur Nahr- 
l6sung berichtet eine weitere, bereits abgeschlossene Untersuchung. 


Vergleich von Lactat, Pyruvat und Traubenzucker. 


Meyerhof und seine Mitarbeiter haben gezeigt, da{} isoliertes Gewebe 
Lactat und Pyruvat in Zucker umzuwandeln und zu verbrennen vermag. 
Dies schlieBt natiirlich nicht aus, dai Stoffe, die selbst als Nahrmaterial 
von der Zelle verbrannt werden, auBerdem auch einen spezifischen Einflu8 
auf die Gewebsatmung ausiiben, wie dies beim Pyruvat schon die Tatsache 
lehrt, daB es bei unseren Versuchsbedingungen (m/50 bis m/100) die Atmung 
von Nierengewebe (und zwar nur von Nierengewebe) normaler Tiere deutlich 
senken kann, wahrend die gleiche Konzentration die Atmung der Retina 
desselben Tieres um ein Vielfaches steigert. die der Leber unbeeinfluBt 
laBt. Die eigenen Versuche betreffen nun einerseits den Vergleich des Aus- 
mafes der Atmungsférderung durch Lactat. Pyruvat und Traubenzucker 
und zweitens einige Versuche tiber wirksame minimale Grenzkonzentra- 
tionen dieser Stoffe. Tabellen XTII bis XVI geben solche Versuche wieder. 

Die Tabellen XV und XVI zeigen in jeder Querreihe je eine an Schnitten 
desselben Organs im gleichen Versuch ausgefiihrte Untersuchungsreihe. 

Man sieht in Tabelle XV, daB auch die durch Traubenzucker bedingte 
Atemsteigerung bei Herzgewebe und Retina bedeutend starker ist als bei 
Niere. Leber und Zwerchfell. Ferner sieht man, dai bei Herz und Retina 
die Atmungssteigerung durch Traubenzucker meist etwas geringer ist als 
die durch entsprechende, oder auch halb so hohe Konzentrationen von 
Lactat und Pyruvat. (Vgl. auch Tabelle XII] und XIV.) Auch die atmungs- 
steigernde Grenzkonzentration scheint bei Zucker héher zu liegen als bei 
Pyruvat. Doch ist die Zahl dieser Versuche noch nicht sehr hoch gewesen. 
Immerhin ist ersichtlich, daB bei Retina und Niere besonders die Wirkung 
von Lactat, beim Herzen die von Pyruvat, der Traubenzuckerwirkung 
iiberlegen ist, wahrend die Atmungssteigerung durch die drei Stoffe bei 
Zwerchfell etwa gleich hochgradig ist. 


Zusammenfassung, 


Die Atmung verschiedener Gewebe von Rind, Schwein, Hund, 
Katze und Ratte zeigt eine geringe Steigerung (etwa 20 bis 30%) bei 
Zufuhr von Salzen niederer Fettsiuren. Sehr gering ist die Wirkung 
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der Propionsiure im Gegensatz zu der vor allem bei Nierengewebe se} 
starken Alaninwirkung. 

Isovaleriansiure wirkt schwacher als Valerianséure. Konzent: 
tionen von m/50 bis m/100 caprylsauren Natriums hemmen die Atmu: 
deutlich. 

Die Atmungssteigerung ist starker durch das Na-Salz der niedere:, R 
Fettsiuren mit gerader C-Atomzahl als durch das solcher mit ungerade: 
Na-Formiat war iiberhaupt unwirksam. Oenanthsaures Na steigert i: 
m 100-Konzentration die Atmung im Mittel um mehr als 30°). 

Milchsaéure und Brenztraubensaure steigern bei den meisten Geweben 


die Atmung ebenfalls nur wenig. Herzkammer und Retina werden sates 
aber von Lactat und Pyruvat sehr stark (+- 100 bis 500°.) beeinflubt 
wobei besonders beim Herzen die Pyruvatwirkung meist starker als 
die des Lactats ist. 
Nierengewebe normaler Tiere wird von Pyruvat m/50 bis m/100 
fast immer atmungshemmend beeinfluBt. Diese Wirkung ist bei frischem . D 
Nierengewebe meist am starksten. ich de 
Fiir normales Nierengewebe von Jensen-Sarkomratten konnt: mich, , 
diese Atmungshemmung durch Pyruvat nur an ganz frischem Geweb« diesen 
festgestellt werden, sonst keine Wirkung oder gelegentlich sogar Atmungs- < D 
steigerung. Weise 
Der Atmungsabfall der verschiedensten Gewebe bei langdauernden mance 
Versuchen kann durch Lactat und Pyruvat gelegentlich etwas gehemmt sonst 1 
werden. Die Atmungskurven der Gewebe in NR und in NR + Lactat D 
oder Pyruvat verlaufen aber meist fast parallel, obwohl die Lactat- — R 
bzw. Pyruvatkurve sich auf einem entsprechend héheren Niveau halt. sind, | 
Traubenzucker wirkte auf Herzkammer, quergestreifte Muskulatur Retin 
und Retina in unseren Versuchen starker atmungssteigernd als auf die Methy 
anderen gepriiften Gewebe. Doch ist die Wirkung von Lactat bei Retina auch 
und auch bei Nierengewebe, die von Pyruvat bei Herzkammergewebe lagoon 
stirker als die entsprechender Konzentrationen von Traubenzucker. Tumor 
Sehr deutlich ist bei lang dauernden Versuchen die atmungserhaltende deren 
Wirkung von Traubenzucker vor allem bei Herzkammer und Retina. steiger 
unters 
Herzk: 
suchte 
war. 
steige ri 
die an 
glyoxa 
von M 
durch 














Beeinflussung der Gewebsatmung durch Methylglyoxal. 


Von 
Bruno Kisch. 


\us der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6In.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der zu anderen Zwecken erbetene Besitz von Methylglyoxal, den 
ich der Freundlichkeit von Herrn C. Neuberg verdanke, veranlaBte 
mich, einige Versuche tiber die Beeinflussung der Gewebsatmung durch 
diesen Stoff auszufiihren. 

Die Versuche wurden in der friiher wiederholt genau geschilderten 
Weise an frischem und gealtertem Gewebe mit der Warburgschen 
manometrischen Methode ausgefiihrt. Die Ringerlésung war die auch 
sonst verwendete, ihr py in allen Fallen 7,4. 

Die in Tabelle I zusammengestellten Resultate, die an Organen 
von Rind, Kalb, Katze, Meerschweinchen und Ratte gewonnen worden 
sind, lehren tibereinstimmend folgendes: Bei Niere, Leber, Zwerchfell, 
Retina und beim Jensen-Sarcom der Ratte wird durch m/50 bis m_ LOO 
Methylglyoxal die Atmung stark gehemmt. Manchmal ist diese Hemmung 
auch noch bei m/200 wahrzunehmen. Niedrigere Konzentrationen 
lassen die Atmung unbeeinfluBt oder steigern sie ein wenig (Niere 
Tumorratte Nr. 25, Katze Nr. 1). Auffallig ist immerhin, dali Retina, 
deren Atmung durch Traubenzucker, Lactat und Pyruvat stark ge- 
steigert wird!, auf Methylglyoxal nicht anders reagiert als die ubrigen 
untersuchten Gewebe. Am auffalligsten aber ist das Verhalten von 
Herzkammermuskulatur. Die Tabelle zeigt, daB bei den sechs unter- 
suchten Herzen die Methylglyoxalwirkung eine véllig ibereinstimmende 
war. Herzkammergewebe wird durch Methylglyoxal stark atmungs- 
steigernd beeinfluBt, und, was am auffalligsten ist, die Atmungshemmung, 
die an allen anderen untersuchten Gewebsarten durch m 100 Methyl- 
glyoxal erzielt wird, trat weder bei der Herzkammer von Ratte noch 
von Meerschweinchen auf, vielmehr wird die Atmung der Herzkammer 
durch diese Konzentration um einen Betrag gesteigert, der in den 


1 Siehe die vorangehende Mitteilung. 
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Beeinflussung der Gewebsatmung durch Methylglyoxal. 375 


einzelnen Versuchen zwischen 30 und 160% der Atmung in zusatz- 
freier Ringerlésung schwankt. 

Daf diese Atmungssteigerung durch eine Verunreinigung des 
Methylglyoxals mit der am Herzen stark atmungssteigernd wirkenden 
Brentraubensiure! zu erkliren ware, ist ausgeschlossen. Unsere 
Losung (etwa 1° ig) wurde im Eisschrank verwahrt; sie andert bei 
nicht zu langem Stehen, wie mir Herr Newberg mitzuteilen die Giite 
hatte, ihren Gehalt kaum, nachdem etwa 5%, des Ketonaldehyds zu 
Milchsaéure dismutiert sind. Gegen eine Deutung der Versuchsergebnisse 
als Milchsiurewirkung sprache auBer der niederen Konzentration, 
daB Retinagewebe, das durch Milchsaiure ebenfalls sehr stark atmungs- 
steigernd beeinfluBt wird, von m 100 Methylglyoxal in der Atmung 
nicht gesteigert, sondern gehemmt wurde. 

SchlieBlich lehrt die Beobachtung folgendes: Bei der Temperatur 
der ausgefiihrten Versuche (37°) verandern alle untersuchten Gewebe 
ihr Aussehen unter EinfluB von m/50 bis m/ 100 Methylglyoxal bald, 
indem sie grau-weiBblich werden. Das ist nur in Konzentrationen von 
m 50 und m/100 der Fall, und bei 37° viel schneller deutlich als bei 
niederen Temperaturen. Bei Herzgewebe ist diese Verainderung in 
m/50 Methylglyoxal erst allmahlich, in m/100 auch bei linger aus- 
gedehnten Versuchen nicht deutlich merklich geworden. Auch dies 
spricht dafiir, daB Herzkammergewebe von Methylglyoxal anders 
beeinfluBt wird als das Gewebe der anderen untersuchten Organe und 
dagegen, daB die Methylglyoxalwirkung am Herzen nur durch Verun- 
reinigungen des Praparats zustande kime. Hingegen stimmen mit 
der eben genannten Beobachtung Erfahrungen iiberein, die bei langer 
dauernden Versuchen gemacht wurden, wie Abb. 1 es darstellt. Die 
Abbildung zeigt das allmahliche Absinken der Atmung vom Gewebe 
einer Meerschweinchenherzkammer im Laufe 1 Stunde. Die drei anderen 
Kurven dieser Abbildung stellen die Atmung von Schnitten derselben 
Herzkammer in Nahrlésung dar, der verschiedene Konzentrationen 
von Methylglyoxal zugesetzt waren. Bei einem Zusatz von m/5 ist 
die Atmung nicht wie bei allen iibrigen untersuchten Gewebsarten 
von vornherein stark gehemmt, sondern im Gegenteil etwas gesteigert, 
auch nach 30 Minuten ist die Atmung noch auf derselben Hohe wie 
die des Kontrollschnittes in zusatzfreier Ringerlésung. Aber nach 
3/, Stunden ist sie im Gegensatz zum Kontrollschnitt bereits auf Null 
gesunken. Das entspricht auch der Beobachtung, daB die graue Ver- 
farbung von Herzgewebe in m/50 Methylglyoxallésung zwar spater 
als bei anderen Gewebsarten, aber doch eintritt. Bei Zusatz von m/100 
Methylglyoxal ist die Atmungssteigerung von Anfang bis zu Ende des 


1 Siehe die vorangehende Mitteilung. 
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376 ~B. Kisch: Beeinflussung der Gewebsatmung durch Methylglyoxal. 


Versuchs vorhanden. Bei anderen Versuchsobjekten (Rattenher; 

war sie viel ausgesprochener als bei dem Herzen der Abb. 1. SchlieBlic 

sieht man in der Abb. 1, daB auch m/1000 Methylglyoxal die Atmun, 
im Verlauf der ersten !/, Stunde deutlich gesteigert hat, im Verlauf der 
zweiten '/, Stunde ist die Atmung dieses Schnittes aber mit der des 
Kontrollschnittes in zusatzfreier Ringerlésung identisch. Die beol- 
achteten Tatsachen sind wohl entweder so zu erkliren, daB in Ube: 
einstimmung mit den Erfahrungen friiherer eigener Untersuchungen 











&, Niere Leber werchfell 
) (3) (®) 
Z 
% 
J. 
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Retina her 
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5, 
47 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Atmung frischer Meerschweinchenherz- Beeinflussung der Gewebsatmung verschie- 
kammer in NR (@), NR + m/50 (+), dener Gewebe durch m/100 Methylglyoxal 
NR + m/100 (<x) und NR + m/1000 (QO) (gestrichelte Kolonnen). In Klammer die 
Methylglyoxal. Zahl der Versuchsreihen. Der Qi, -Mittel- 


wert iiber den Sd&ulen angegeben. 


iiber die Reaktionsspezifitiét verschiedener Gewebe Methylglyoxal 
Herzkammergewebe im Gegensatz zu allen anderen bisher untersuchten 
Gewebsarten in Konzentrationen von m/100 atmungssteigernd be- 
einfluBt, oder so, daB Herzgewebe befaihigt ist, Methylglyoxal sehr 
schnell in eine andere, seine Atmung férdernde Substanz, wie z. B. 
Milchséure oder Brenztraubensiure, umzuwandeln. 


Zusammenfassung, 

Die Atmung von Niere, Retina, Zwerchfell, Leber und Jensen- 
Sarkomgewebe wird durch héhere Konzentrationen von Methyl- 
glyoxal deutlich gehemmt, durch niedrigere Konzentrationen nicht 
beeinfluBt oder ein wenig gesteigert. Die Atmungshemmung ist bei 
Nierengewebe besonders hochgradig. 

Nur Herzkammergewebe wird durch m/100 (fiir kurze Zeit sogar 
auch durch m/50) Methylglyoxallésung nicht atmungshemmend, 
sondern ausnahmslos atmungssteigernd (30 bis 160%) beeinfluBbt 
Diese Besonderheit des Herzkammergewebes ist insbesondere auf 
Grund friiherer eigener Erfahrungen im Vergleich mit dem Verhalten 
quergestreifter Muskulatur und der Retina hervorzuheben. 
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Das py-Optimum der Atmungsgriébe verschiedener Gewebe. 


Von 
Bruno Kisch. 


Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6ln.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1932.) 


Bei friiherer Gelegenheit! wurde betont, daB das py-Optimum der 
Atmung von Nierengewebe verschiedener Tierarten in Ringerlésung 
ein verschiedenes ist. Da sich nun im Laufe der weiteren in dieser 
Zeitschrift mitgeteilten Versuche iiber die Beeinflussung der Gewebs- 
atmung durch chemische Faktoren immer wieder zeigte, daB ver- 
schiedene Organe des gleichen Tieres unter gleichen Bedingungen auf 
bestimmte chemische Einfliisse sehr verschieden reagieren, so teile ich 
nachfolgend einige Versuche mit, die ich gelegentlich iiber das py-Opti- 
mum der Atmung verschiedener Gewebe des gleichen Tieres in Ringer- 
lésung von folgender Zusammensetzung ausgefiihrt habe! 

NR = 0,9 % NaCl, 0,023%, KCl, 0,024°% CaCl. Das py wurde 
durch verschieden groBen Zusatz von NaHCO, bei den Vergleichs- 
proben verandert. 

Die Versuchstiere hatten vor der Té6tung keinerlei Narkotica oder 
Medikamente erhalten. Verglichen wurde: bei Ratte Nr. 28 Herz, 
Zwerchfell, Leber, Niere, bei Rind Nr. 48 Herz, Leber, Niere, Retina, 
bei Katze Nr. 1 Leber und Niere. 

Die Versuchsergebnisse sind aus der Tabelle zu ersehen. Ein typischer 
Unterschied im py-Optimum der Atmung der verschiedenen unter- 
suchten Gewebe des gleichen Tieres lieB sich unter den genannten 
Versuchsbedingungen bei keinem der drei Tiere ermitteln. 

Bei den Rattenversuchen lag das py-Optimum bei etwa 7,2 bis 7,5. 
Derselbe Wert wurde bei frischem und bei gealtertem Jensen-Sarkom- 
gewebe der Ratte gefunden. Beim Rind war das py-Optimum 7,2, bei 


* Diese Zeitschr. 220, 97, 1930. 








378 


der Katze 7, 


5 bis 8,0. 
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Die Werte gelten zunachst natiirlich nur 
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Beobachtungen der Gewebe in der von uns verwendeten Ringerlési 


der genannten Zusammensetzung. 
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Katze Nr. 1 
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Weitere Versuche iiber die Beeinflussung der Tumoratmung. 


Il. Mitteilung: 


Salze organischer Siiuren. 


Von 


Bruno Kisch. 


Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 


Kéln.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1932.) 


In Fortsetzung der Versuche der ersten Mitteilung! und der Ver- 
suche tiber die Einwirkung von Salzen organischer Sauren auf die 
Atmung normaler Gewebe? wurde der EinfluB des Na-Salzes niederer 
Fettsiuren, sowie der Milchséure und Brenztraubensaiure auf Jensen- 
sarkomgewebe der Ratte untersucht. Die Methode war genau die gleiche, 
wie in der ersten Mitteilung!. 


Im Gegensatz zu den untersuchten Geweben normaler Ratten® 
war bei Tumorgewebe durch Formiat (vier Versuchsreihen), Acetat 
(sechs Versuchsreihen), Propionat (drei Versuchsreihen), buttersaures Na 
(vier Versuchsreihen), capronsaures Na (vier Versuchsreihen) und 
caprylsaures Na (vier Versuchsreihen) keine eindeutige Atmungs- 
steigerung zu erzielen, wenn auch gelegentlich bei ein oder der anderen 
dieser Substanzen einma! eine Steigerung um etwa 10 bis 15°, vorkam. 
Hingegen war die bei Normalgewebe beschriebene Atmungshemmung 
durch m 50 bis m 100 caprylsaures Na® auch beim Tumorgewebe in 
allen vier Versuchsreihen ausnahmslos sehr deutlich. 


Die Protokolle all dieser Versuche werden mangels eines positiven 
Resultats aus Griinden der Raumersparnis nicht mitgeteilt. 


' Diese Zeitschr. 247, 354, 1932. 
2 Ebenda 253, 347, 1932. 











380 B. Kisch: 


In Tabelle I und II sind jedoch Versuche iiber den EinfluB \ 
Lactat und Pyruvat auf Jensen-Sarkom und Normalgewebe der gleich.» 
Ratte mitgeteilt. 

Tabelle I. 


Wirkung von milchsaurem Na auf Tumor und Normalorgane derselh« 
Ratte. 





(Yo, in NR + milchsaures Na 
Vor- GY do folgender Konzentrationen 


lier Organ behandlung in NR : 
m/50 m/100 m/200 m/500 m/1000 m 200 
Tumorratte Tumor frisch 8,5 8,2 | 8,1 | 9,0 | 8,7 | 8,4 
Nr. 21 


Niere 1hin NR 16,4 154 16,9 17.6 18,0 17,8 
Herz 6b , NR 0,65 0,95 3,0 35 2,1 
Tumor | 26" , NR’ 5,6 5,65 64 6,2 59 5,25 
Niere 275 , NR10,8 10,713,7 14,8 14,2 14,8 
Tumor 495 , NR) 2,724 4,0 3,76 


Tumorratte | Tumor frisch 6265 69 6,4 
Nr. 22 lhinNR 6364 645 63 
Tumorratte Leber frisch 5.7 5.4 6,4 
Nr. 23 


or 


Tumor lhin NR’ 6869 7,9 80 80. 7, 
Niere 6h . NR /13,2 13,8158 15,4 
Tumor 255, NR 4343 41 40 4,7 48 


Zwerchfell 28" , NR 1,0 0,65 
Herz 28h . NR, 2,7 3,5 
Tumorratte = Tumor 1h) NR. 7,8 7,45 7,85 8,3 77 i 3a 
Nr. 24 26h , NR 4,1. 4,7 6,6 7,15 
Tumorratte Tumor 1/3" , NR) 6,8 64 6,7 6,6 7,75 6,95 
In OF 
wa Herz 4", NR) 19 3,8 
Zwerchfell 45 , NR 1,8 2,3 
Tumorratte | Tumor 13/,5 , NR} 7,8 7,7 9,0 8,85 
Nr. 26 30h , NR 5,8 6,3 
Tumorratte | Tumor 14), , NR 7,3 7,9 7,95 7,8 81 | 7,5 
Nr. 27 


Man sieht, da8 Lactat an frischem Tumorgewebe ziemlich wirkungs. 
los ist, an stark gealtertem (Tumorratte Nr. 21, 24) die Atmung abe: 
bis um 50% steigern kann. Bei Pyruvat ist das gleiche der Fall, nu 
ist dessen Wirkung gelegentlich auch bei frischem Tumorgewebe (Tumor 
ratte Nr. 24) deutlich. Ferner konnte wiederholt beobachtet werden, 
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3381 








Tier 


l'umorratte 
Nr. 21 


Tumorratte 


Nr. 22 


Tumorratte 
Nr. 23 


Tumorratte 


Nr. 24 


Tumorratte 
Nr. 25 


Tumorratte 
Nr. 26 


Tumorratte 
Nr. 27 


* Zweite 


Organ 


Herz 
Tumor 


Niere 


Tumor 


Tumor 


Niere 


Leber 
l'umor 
Niere 


Tumor 
Niere 
Zwerchfell 
Herz 


Tumor 
Niere 
Tumor 
Niere 
Tumor 
Niere 
Herz 
Zwerchfell 
Niere 
Niere * 


Niere 


Herz 


Tumor 


Niere 
Niere 
Tumor 
Niere 


Vor- 
behandlung 


64in NR 
3h NR 


| 20h . NR 


30 . NR 
49h NR 
frisch 
lhin NR 
24h NR 


frisch 
3hin NR 
4b , NR 
64 , NR 
27h , NR 
30h , NR 
28h . NR 
28h | NR 


frisch 
34in NR 
46> . NR 
24h ) NR 
frisch 
3hin NR 
4h | NR 
4h NR 
30h . NR 
39h . NR 
frisch 
64in NR 
frisch 
6hin NR 
14/.% . NR 
306 . NR 
265 . NR 
frisch 
34in NR 
65 . NR 


Vo, 


in N 


Yo, in N 


R 


m/50 m/100 m 200 m/500 m/1000) m/2000 


165 0.95 3.0 3.5 
6,7 6,3 | 7,1 | 7.2 
4441 43 545 
8,95 96 101 99 
2,7 24 84 | 27 
6,265 64. 7.4 
6364 64 |) 7.3 
12,4 13,3 
5.7 5.4 62 
6.8 7.2 60 | 65 
12.6 12,0128 
13,2 13,8 14.0 
8,2 3,5. 6.7 
8.6 8.4 13,7 
1,0 0,9 
2,7 6,2 


14,0 1 
6,7 7 
14.0 1 
1,9 
1,8 
13,8 
8,9 
14,9 
14.0 
2.0 
1,2 


7,8 7, 


5.8 
11,0 
14,2 

7,4 
14,3 


Ablesung desselben Versuchs. 


i 66.3 6,6 
4,313,9 14,8 


15 6.85 7.5 
44125 13.9 
7,4 
1,76 
14,0 
11,5 
10.0 10.7 
13,5 13.7 

63 6.6 

3,7 4,4 
7 | 7,7 

11,5 |11,7 

12.5 

8,2 

13,5 


R + Brenztraubensiure 
folgender Konzentrationen 


2,1 
7.0 
4.6 
99 


9,1 
6,7 


8,45 


54) 


to oe 


8.6 
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6,8 
16,3 


10.1 
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— 
=~! 
~I 


~! 
or 


7.8 


15,3 
7,2 


19,3 


8.05 
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daB das Absinken der Gewebsatmung von Jensen-Sarkom in Ring 
losung rascher erfolgte als in Ringerlésung mit Zusatz von Lactat od: 
Pyruvat. 
Der Tumor erweist sich somit auch in diesen Versuchen, wie schon 
friiher', als besonders torpid gegeniiber atmungssteigernden chemischen 
Kinfliissen, aber die Erfahrungen mit Pyruvat, wie die friiheren (I. « 
mit «-Aminobuttersaure, lassen hoffen, daB es schlieBlich gelingen wird 
auch fiir Tumorgewebe eine spezifische, atmungssteigernde Substanz 
zu ermitteln, so wie dies in eigenen Versuchen bisher bereits fiir normales d 
Nieren-, Retina- und Herzgewebe gelungen ist. 


1 Diese Zeitschr. 237, 226, 1931; Miinch. med. Wochenschr. 1931, 8.1254 
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Beitrag zur Kenntnis 
des Ursprungs der Amylase im Kaumagen der Hiihner. 


Von 


A. Bernardi und M. A. Sehwarz. 


(Aus dem chemisch-pharmazeutischen Institut der kéniglichen Universitat 


Bologna.) 


(Eingegangen am 24. Juli 19382.) 


Vor einiger Zeit veréffentlichte der eine von uns die Resultate 
der von ihm angestellten Versuche iiber die Frage, welche Fermente 
im Hiihnerdarm vorkommen und welche Wirkung sie besitzen'. Daraus 
ergab sich, daB im Kropf der Hiihner Diastase, Invertase und ein 
proteolytisches Ferment vorkommen, das in schwach saurer Umgebung 
seine Wirkung ausiibt. Im Vormagen ist Invertase, Diastase und ein 
proteolytisches Ferment vorhanden, das in saurer Umgebung wirkt. 
In der Keratoidschicht des Kaumagens kommt Invertase und Dia- 
stase vor?. 


Diese Resultate stimmen mit- Plinamers und Rosedals Ergebnissen 
nicht iiberein®, nach denen im Kropf der Hiihner Diastase und ein pro 
teolytisches Ferment vorkommen, das in saurer Umgebung, wenn auch 
schwach, wirkt, wihrend sie Invertase vermibten. Im Vormagen fanden 
sie weder Diastase noch Invertase, nur ein proteolytisches Ferment. Mit 
dem Kaumagen haben sich die genannten Forscher nicht beschaftigt. 
Nach Shaw? stammt die im Kropf gefundene Amylase wohl aus dem Munde ; 
denn er fand sie im Kropfsekret nicht, wohl aber in den Mundschleimhaut- 
extrakten. Schwarz und Teller® vermissen sie im Speichel; die Amylase 
des Kropfes stammt nur aus der rohen Nahrung. Diese Annahme wird 
durch Klug bestatigt. nach dem das Sekret des Vormagens normalerweise 
in den Kropf tibergehen kann; so wird das Vorkommen der Diastase im 
Kropf hinreichend erklart®. Langendorjf gelang es, aus dem Kropf der 
Tauben eine stark stiarkespaltende Fliissigkeit zu extrahieren, welche 


! Bioch. e Ter. sper. 12, 8, 1926. 

2 Ebenda 17, 1, 1930. 

3 Biol. J. 13, 23, 1922. 

‘ Amer. J. of Phys. 31, 439, 1913. 

5 Ferm. 7, 254, 1924. 

Winterstein, Handb. d. vergl. Phys. 2, 1276, Ed. Fischer, Jena 1911. 
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jedoch ihre Wirkung nicht im Kropf, sondern nur im Kaumagen déube: 
wobei die Muskelbewegung giinstig wirkt. 

Ks ist bekannt, daB die Amylasen sehr wichtige Fermente sin 
Unter diesen sind die Zooamylasen far die Verdauung und den Stof/ 
wechsel von gréBter Bedeutung; daraus erwuchs auch das Interess: 
den Ursprung der in der Keratoidschicht des Hiihnerkaumagens ge 
fundenen Amylase zu erforschen, was bisher, wie aus der Literatu: 
hervorgeht, noch nicht naher untersucht wurde. Diese Frage interessiert: 
uns ganz besonders, weil der Kaumagen die dritte Héhle des Ver 
dauungsapparates der Végel ist und weil die Speisen, bevor sie dorthin 
gelangen, zuerst im Kropf und dann im Driisenmagen gesammelt 
werden, wo, wie bereits erwihnt, Amylase nachgewiesen wurde. Es 
ergibt sich mithin die Frage, ob die Diastase des Glycerinauszuges de1 
Keratoidschicht des Hiihnerkaumagens von der Nahrung, die im 
Kropf und im Driisenmagen ruht, dorthin gebracht wurde, oder ob sic 
aus der Magenschleimhaut, die fest an der Hornschicht anliegt, stammt 
wenngleich man nicht annehmen konnte, daB das Ferment vom Muskc! 
des Kaumagens erzeugt wird. 

Aus den Resultaten der zu diesem Zwecke angestellten systemati 
schen Versuche, wozu wir uns des Glycerinextraktes des Blutes, des 
Kaumagens, der Brust und des Schenkels, der Magenschleimhaut und 
der Keratoidschicht bedienten, ergibt sich, anschlieBend an die Versuche 
mit dem Glycerinauszug des Driisenmagens, da sich im Glycerinauszug 
der Magenschleimhaut und der Keratoidschicht Amylase befindet, also 
nicht nur im Driisenmagen und im Kropf. Wenn man auch annehmen 
kafin, daB die Nahrung, wenn sie in den Kaumagen gelangt, bereits 
gréBere oder geringere Mengen Amylase aus dem Kropf und dem ersten 
Teil des Darmes aufgenommen hat, so laBt sich doch zweifellos aus 
unseren Versuchen schlieBen, daB8 der Kaumagen zur Bildung von 
Amylase und mithin zur Starkeverzuckerung befahigt ist, um so die 
im Kropf und im Driisenmagen begonnene Verdauung zu Ende zu 
fiihren. Im Diinndarm, wo auch die Diastase des Pankreas einwirkt, 
und im Dickdarm erfolgt die Aufnahme der abgebauten Starke. 

DaB die Schleimhaut des Kaumagens der Hiihner zur Bildung der 
Amylase faihig ist, war bisher unbekannt, waihrend das Vorkommen der 
Amylase in anderen Organen schon linger feststeht. So ergibt sich aus 
Plimmers Versuchen (l.c.), daB im Pankreas Amylase existiert, aus den 
Versuchen Herlitzkas', daB dieses Ferment in den Eiern der Hiihner vor- 
kommt; nach Koga? nimmt das Ferment wahrend der Bebriitung zu; nach 
Shaw (1. c.) findet sich in den Munddriisen der neugeborenen Kiiken bereits 
Diastase, wihrend das Pankreassystem auch noch nach 8 Tagen sehr un- 
vollkommen entwickelt ist. 


1 Arch. ital. Biol. 48, 119, 1907. 
2 Diese Zeitschr. 141, 430, 1923. 
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Experimenteller Teil. 

Man zog von der Keratoidschicht einiger frischer Hiihnerkaumagen 
die Schleimhaut vo6llig ab, reinigte sie so gut wie méglich von den an- 
haftenden Muskelfasern und wusch sie 6fters mit flieBendem und dann mit 
destilliertem Wasser; dann brachte man sie in den Thermostaten und 
trocknete sie bei 37° vollkommen. Man zerstiickelte die getrockneten 
Schleimhaute, verrieb mit Quarzsand und fiigte Glycerin hinzu; das Ge- 
misch wurde ungefaihr 10 Tage im Thermostaten gehalten; man lieB dann 
den Glycerinauszug, der neutrale Reaktion hatte, auf eine 1”°,ige Starke- 
lésung waihrend 30 bis 360 Minuten bei konstanter Temperatur von 40° 
einwirken. Man mischte 0,5cem des Glycerinextraktes mit 5ccm der 
1°, igen Starkelésung. Die so bereiteten Proberéhrchen hielt man einige 
Minuten in kaltes Wasser; dann brachte man sie ins Wasserbad, das konstant 
auf 40° gehalten wurde, und zwar zuerst jene, die 360 Minuten erhitzt 
werden sollten, dann in Zwischenréiumen von je '/, Stunde die iibrigen. 
Nach 360 Minuten nahm man alle Proberéhrchen gleichzeitig aus dem 
Wasserbad und tauchte sie einige Minuten in Eiswasser. Dann fiigte man 
2 Tropfen 0,025" ige Jodlésung hinzu. Man erhielt folgende Resultate: 





Wirkungsdauer Mit Jodlisung erhielt Wirkungsdauer Mit Jodlisung erhielt 
Min. man folgende Firbung Min. man folgende Farbung 
30 violett 210 farblos 
60 ° 240 rosa 
90 m 270 farblos 
120 farblos 300 rosa 
150 rosa 330 violett 
180 " 360 





In gleicher Weise arbeitete man mit dem Muskel des Kaumagens bzw. 
mit Brust und Schenkel eines durch Verbluten getéteten Huhnes. 

Die Muskeiteile, die uns interessierten, wurden sorgfaltigst von Fett, 
Fasern und Aponeurose befreit, einige Male mit flieBendem und dann mit 
destilliertem Wasser gewaschen; man driickte sie alsdann fest aus, trocknete 
im Thermostaten bei 37°, zerstiickelte und verrieb mit Quarzsand; dann 
brachte man sie in Glycerin und belieB sie 10 Tage bei 37° im Thermostaten. 
Der Glycerinauszug wurde dann wie oben verwendet. Es sei jedoch be- 
sonders hervorgehoben, daB simtliche Glycerinausziige der Muskeln gegen 
Lackmus sauer reagierten; daher wurden sie vor der Einwirkung auf die 
Starke mit n/100 NaOH neutralisiert. Man erhielt folgende Resultate: 





Wirkungsdauer Farbung beim Hinzufiigen der Jodlisung 
Min. Kaumagenmuskel Brust Schenkel 
30 blau blau blau 

60 2 “ 

90 . ‘s ~ 
120 © - 
159 js ‘ 

180 ‘a ‘ s 
210 ‘ me ‘ 
240 = 

270 ‘ 

300 . 

330 2 


360 
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Das Blut, das man durch den Schnitt der Schlagader erhielt, wur. 
im Thermostaten bei 37° getrocknet, dann wurde ein Glycerinauszug hi 
gestellt. Man fiihrte damit die oben beschriebenen Versuche aus; m: 
erhielt keine von blau verschiedene Farbe. 
Wir brauchen wohl nicht besonders darauf hinzuweisen, daB zur Ver 


meidung von Fehlerquellen médglichst sorgfaltig gearbeitet wurde; s 


sterilisierte man die GefaiBe, kiihlte alle Proberéhrchen gleichzeitig und 


gleichmaBig ab und verglich jede Serie von Versuchen mit einem Blind 
versuch, um die Resultate eindeutig zu bestatigen. 
Diese Versuche werden weiter fortgesetzt. 


Wir danken Herrn Prof. Herkules Giacomini fiir das lebhafte Interess« 
an unseren Versuchen. 


Zusammenfassung. 


Im Hiihnerdarm kommt, wie bekannt, Amylase vor. Nach Shaws 
Veréffentlichung iiber das Vorkommen der Amylase im Kropf der 
Hiihner lag die Frage nahe, woher die im Kaumagen gefundene Amylase 
stamme. 


Nach unseren Versuchen ist zu schlieBen, daB die Schleimhaut 
des Hiihnerkaumagens zur Bildung von Amylase befahigt ist. 
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Zur Biologie des Aluminiums. II. 


Von 


H. Steudel. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin. 


(Eingegangen am 25, Juli 1932.) 


Im Jahre 1930 sind von mir in Gemeinschaft mit C. Massatsch 
ausgedehnte Untersuchungen durchgefiihrt worden (1), die sich mit der 
Resorbierbarkeit und mit etwaigen schadlichen Wirkungen verfiitterter 
Aluminiumsalze beschaftigten. Es war damals gefunden worden, daB, 
wenn itiberhaupt, nur Spuren von Aluminiumsalzen durch den Ver- 
dauungskanal aufgenommen werden kénnen und da die fortgesetzte 
Fiitterung selbst sehr groBer Mengen von Aluminiumverbindungen oder 
von Geback, das mit aluminiumhaltigem Backpulver hergestellt worden 
war, weder bei Ratten noch bei Hunden irgendeine nachweisbare 
Schadigung hervorrief. 

In Fortsetzung dieser Versuche haben wir jetzt die Beobachtungs- 
zeiten an unseren Tieren wesentlich verlingert, besonders um auch die 
Frage nachzupriifen, ob die fortgesetzte Fiitterung von Aluminium. 
verbindungen einen schaidigenden EinfluB auf die Fortpflanzungs- 
fahigkeit habe. 

Eine solche Versuchsreihe, die sich tiber mehrere Generationen 
von Tieren erstrecken muB, kann nur an solchen Tieren ausgefiihrt 
werden, die einen verhaltnismaBig schnellen Lebensrhythmus haben, 
um iiberhaupt in absehbarer Zeit zu einem Resultat zu kommen. Ferner 
miissen die Tiere in geniigender Zahl im Laboratorium gehalten werden 
kénnen. Es wurden also als Versuchstiere weiBe Ratten aus einer Zucht 
gewahlt, deren biologische Eigenschaften hier im Institut durch jahre- 
lange Pflege genau genug bekannt waren, um irgendwelche auBberhalb 
des Versuchsplanes liegenden Zufille ausschlieBen zu kénnen. 


Aus diesem Stamm von v6llig gesunden und normalen Ratten wurden 
drei Gruppen von je 25 Paaren schéner, gleichmaBiger Tiere ausgesucht ; 
sie wurden je Paar teils in Holzkafigen, teils in Kafigen aus verzinkten 
Eisenstiiben gehalten, die taglich gesiubert wurden. Zum Nestbauen 
wurde den Tieren Holzwolle in die Kafige gelegt. 
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Als Grundfutter wurden Keks gegeben, die sich hier im Institut ji: 
jahrelangen Fiitterungsversuchen bewahrt haben. Diese Keks bestanden aus 
588.0 g¢ Reisstarke 
180.0 g Casein 
61,4 g¢ Mischsalz 
20,0 g Filterpapier 
150,0 g Pflanzenfett 
Die Zutaten werden mit Wasser verknetet, ausgerollt, zu runden 
Formen ausgestochen und dann gebacken. 
Es werden immer vier Portionen Keks auf einmal gebacken, die dann 
etwa 4,7 kg wiegen, es sind etwa 900 Stiick, so daB ein Keks etwa 5 g wiegt. 


Herstellung des Mischsalzes (nach Osborne und Mendel). 


17,0 g Calciumcarbonat 
20,0 g Magnesiumcarbonat 
34,2 g Natriumcarbonat 


0,0245 g Kalium-Aluminiumsulfat 
5,0 g Natriumsilikat 
6,34 g Eisencitrat 


141.3 g Kaliumcarbonat 
0.02. g Jodkali 

111.1 g Citronenséure 
0,1 g Mangansulfat 
0,06 g Natriumfluorid 
53,4 g Salzséure 

60,0 g Phosphorsaure 
2,7 g Schwefelsaure 


451,2445 g¢ Mischsalz enthalten 0.001393 g Aluminium 
(aus dem Zusatz berechnet), 

‘ 61.4 g Mischsalz enthalten 0,0001895 g¢ Alu- 
minium (soviel enthalt eine Portion Keks 
= 225 Stiick). 

Dazu kam eine tagliche Zulage von 0,5 g Butter und 0,5 g mit Alkohol 
extrahierte Trockenhefe als Vitamintriger. Erfahrungsgema8 gewahr- 
leistet ein solches Futter ein ausgezeichnetes Wachstum. In dieser Form 
lassen sich Ratten sehr sauber fiittern, man kann ihre Nahrungsaufnahme 
sehr genau kontrollieren. Die Ratten erhielten zundchst einen, wenn sie 
heranwuchsen, zwei Keks pro Tag. 

Wahrend nun die erste Gruppe A (25 Paare) die Keks in der eben 
beschriebenen Form erhielten, wurden der Gruppe B (25 weitere Paare) 
die gleichen Keks, denen aber der Zusatz von Kalium-Aluminiumsulfat 
fehlte, gereicht; die dritte Gruppe C (25 andere Paare) bekamen die gleichen 
Keks wie Gruppe A, nur war hier soviel Aluminiumsulfat zugesetzt, daB 
ein Keks 1 mg Aluminium enthielt. 

Ein Keks der Gruppe A enthielt 0,0009 mg Al l 

Ein Keks der Gruppe B enthielt 0 , Al | aus dem zugesetzten 

Ein Keks der Gruppe C enthielt 1,0000 ,, Al} Al-Salz berechnet 


Aluminiumbestimmung. So einfach die Bestimmung des Alumi- 
niums in reinem Salz auszufiihren ist, so schwierig gestaltet sich seine 
Bestimmung, wenn es sich um kleine und kleinste Mengen handelt, 
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-or allem dann, wenn solche Spuren mit allen méglichen anderen 
stoffen vergesellschaftet sind. Aus diesem Grunde sind alle alteren 
\ngaben iiber den Aluminiumgehalt von Nahrungsmitteln und von 
tierischen Organen mit gréBter Skepsis zu beurteilen. In den meisten 
Fallen sind die angefiihrten Werte falsch und durch neue Unter- 
suchungen widerlegt. Ich verweise in diesem Zusammenhang auf die 
wertvolle Arbeit von Lehmann, v. Zezschwitz und Ruf (2), wo alle zurzeit 
iiblichen Methoden, sowie die friiheren Ergebnisse einer scharfen Kritik 
unterzogen worden sind. Jedem, der sich mit Aluminiumbestimmungen 
befassen will, mag diese klassische Experimentalarbeit nachdriicklichst 
empfohlen werden. Bei den geringen Mengen, die in unserem Falle 
in Betracht kommen, war nur von einer colorimetrischen Methode ein 
brauchbares Ergebnis zu erwarten. Nach verschiedenen Vorversuchen 
entschieden wir uns fiir die Methode von V. C. Myers, J. W. Mull und 
D. B. Morrison (3) (4). Die Methode beruht auf der Lackbildung von 
Aluminium und Aurintricarbonsaiure. In schwach alkalischer Lésung 
(pu 7,0 bis 7,4) ist der Lack rosafarben léslich und laBt sich gut mit einer 
Standardlésung vergleichen. Die Methode ist brauchbar, sie ist von 
Lehmann kritisch besprochen und auch von uns nachgepriift worden. 


Methodik. 


Die Gewebe, die analysiert werden sollen, werden in einem ausreichend 
groBen Kolben (méglichst Quarzglas) mit einer Mischung von konzentrierter 
Schwefelsiiure und 60° iger Perchlorsiure (1: 1,25 gemischt) vorsichtig 
verascht. Die verwendete Menge Saéure muf ausreichen, den Kolbeninhalt 
immer halbfliissig zu erhalten. Wenn die Fliissigkeit hell und klar geworden 
ist, wird der Kolbeninhalt bis auf einen méglichst geringen Rest eingedampft, 
das Veraschungsprodukt in wenig konzentrierter Salzsiure gelést und mit 
destilliertem Wasser auf etwa 15 ccm verdiinnt. Die Lésung wird hierauf 
in einem Zentrifugenglas mit Ammoniak bei Gegenwart eines Tropfens 
verdiinnter Methylrotlésung neutralisiert und 1 ccm gesattigter Ammon- 
acetatlésung zugegeben. Die Glaser werden alsdann etwa 10 Minuten in 
ein kochendes Wasserbad gestellt, wobei sich der gebildete Niederschlag 
zusammenballt, hierauf zentrifugiert und die léslichen Salze abgegossen. 
Der Riickstand wird in lecm 6n HCl gelést, zu 15cem verdiinnt, mit 
1.25cem Eisessig und 5cem 6n NaOH versetzt. Der Niederschlag wird 
1 Stunde unter haufigem Schiitteln stehengelassen, bis das Eisen vollig 
niedergeschlagen ist; das Aluminium geht hierbei als Aluminat in Lésung. 
Die jetzt abgeschleuderte Fliissigkeit wird in Nessler-Zylinder dekantiert. 


Entwicklung des Farbtons. 


Der klaren Fliissigkeit wird 1,lcem 6n HCl und 0,75 cem Eisessig 
zugefiigt, das Ganze auf 20 cem* mit destilliertem Wasser verdiinnt und 


* Die Originalvorschrift schreibt 35 bis 40 cem vor. Eine solche Ver- 
diinnung hatte aber bei unseren geringen Mengen von Al keinen geniigenden 
Farbton mehr geliefert. 
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nunmehr |cem der Aurintricarbonsaéurelésung zugegeben. Die Reagen 
lésung wird hergestellt durch Auflésen von 1g Aurintricarbonséure 
200 com Wasser und 2,5 ecm konzentriertem Ammoniak. Das Ganze wi: 
mit Wasser zu 1 Liter verdiinnt und vor Licht geschiitzt aufbewahrt. 

Die Lésung wird 10 Minuten stehengelassen, damit sich der Farbt: 
entwickeln kann, und hierauf mit einer Mischung neutralisiert, die ay 
180 g Ammoncarbonat, 420ccm konzentriertem Ammoniak in 1700 ec: 
destilliertem Wasser besteht. 5cem dieser Lésung sollen das pH aui 
7,0 bis 7,3 bringen. Der Zusatz kann aber je nach Bedarf wechseln. Di: 
Mischung wird tiichtig umgeschiittelt und mit einer Reihe von Standard 
lésungen verglichen. 

Fiir jede Bestimmung werden neue Standardlésungen aus reinen 
umkristallisierten Kalialaun hergestellt, die jeweils um 0,005 mg differieren 
und ein Bereich von 0,0025 bis 0,035 mg umfassen kénnen. Die noétigen 
Mengen Standardlésung in jedem Glas werden mit den gleichen Mengen 
Reagenzien versetzt wie die Versuchslésung, d.h. also 5cem 6n NaOH, 
2,leem 6n HCl, 2cem Eisessig, 5cem Ammonhydroxyd-Carbonatlésung 
und leem Farbstoff. Sobald die Blasenentwicklung voriiber ist, wird 
verglichen und dann das pa mit Phenolrot iiberpriift. Die Methode hat 
sich hier bei sehr vielen Bestimmungen als brauchbar und rasch aus 
fiihrbar gezeigt, das Veraschen erfordert allerdings ein nicht geringes Mal 
von Vorsicht und Aufmerksamkeit, weil die Reaktionsfliissigkeit stark 
schaumt. Ferner mu strengstens aul Aluminiumfreiheit der verwendeten 
Reagenzien geachtet werden. 

Wir haben nach dieser Methode auch die Zutaten zu unserem Keks 
bestimmt und dabei folgende Werte erhalten: 


ail Sd i) 
i ee ee A 
eee ls ee Oe CS 


Das Mischsalz lieB sich nach dieser Methode nicht untersuchen, die 
Gegenwart der vielen anderen Salze verhinderte die Isolierung der Spuren 
von Aluminium, die im Salz vorhanden waren. 

Um aber itiberhaupt einen Anhalt vom Al-Gehalt unserer normalen 
Keks und denjenigen ohne Aluminiumzusatz zu haben, haben wir den 
Al-Gehalt der gebrauchsfertigen Keks bestimmt und folgende Werte ge- 
funden: 

Keks normal enthalten . . 0.6 mg-°, Al 
Keks ohne Al-Zusatz. . . 0.5 ., Al 


Die Zahlen liegen sehr nahe beieinander, sie unterscheiden sich aber 
insofern wesentlich voneinander, als in den normalen Keks wirklich ein 
kontrollierbarer Zusatz von Aluminiumsalz enthalten ist, der in den anderen 
Keks fehlt. 

Die Versuche wurden im Januar 1931 angesetzt, die erste Generation 
hatte eine Nachkommenschaft von 424 Jungen. Sie verteilen sich auf: 


Gruppe A: 142 Junge 
9 B: 262.. ,, 
” OC; S88. 


Um den Versuch nicht uniibersichtlich und die Zahl der Versuchstiere 
zu groB werden zu lassen, wurden von diesen 424 Jungen wieder dreimal 
25 gleichmaBige Paare ausgewahlt, die in gleicher Weise gefiittert wurden 
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wie die erste Generation. Durch genaue Buchfiihrung wurde erreicht, 
daB bei dieser Auswahl keine Inzucht eintreten konnte. Aus der zweiten 
Generation gingen insgesamt 492 Junge hervor, davon fielen auf 
Gruppe A: 143 Junge 
- B: 181 
os C: 168 an 


I Wir haben in dieser Generation auch die mannlichen und weiblichen 
u Jungen gesondert notiert, es waren in 
- Gruppe A: 67 mannliche, 74 weibliche Tiere 
: . B: 98 " eo e 

pe C: 88 ne 80 a - 
a Auch von dieser Generation wurden wiederum dreimal je 25 Paare 
- unter den oben erwaihnten Kautelen ausgesucht. 
mt Die Tiere in den drei Gruppen waren saémtlich in gutem Ernahrungs- 
I. zustande und unterschieden sich in bezug auf GréBe, Fellbeschaffenheit 
" und sonstigem Aussehen gar nicht voneinander. 
d Sie wurden in gewohnter Weise weitergefiittert, nur wurde, um eventuell 
t deutlichere Unterschiede zu erhalten, insofern von der bisherigen Versuchs- 
. anordnung abgewichen, als der Versuch gemacht wurde, in der Gruppe (©, 
B die doch immerhin fiir so kleine Tiere erhebliche Dosis von 1 mg Al pro Tag 


k weiter zu erhéhen. Deshalb wurde zunachst soviel Aluminiumsalz dem Teig 
fiir die Keks zugesetzt, daB auf 1 Keks 10 mg Al kamen. Es stellte sich 


¥ heraus, da®B sich unter diesen Bedingungen der Teig nur sehr schlecht 
verbacken lieB, die Keks wurden auch von den Tieren nicht mehr gefressen, 

F so daB wir die Aluminiummenge auf die Halfte herabsetzten. Nun fielen 
die Schwierigkeiten wieder fort, die Keks lieBen sich gut verbacken und 
wurden auch von den Tieren gern genommen. Diese Kéks, die also 5 mg 
pro Stiick enthielten, haben die Tiere der dritten Generation der Gruppe C 
bis zum Abschlu8 der Versuche erhalten. 

"i Der Nachwuchs betrug bei den Tieren der dritten Generation ins- 

4 gesamt 481, davon fielen auf Gruppe A 181, auf Gruppe B 145, auf Gruppe C 
155. Es waren in 

Gruppe A: 85 mannliche, 96 weibliche Junge 

; »  B: 62 “ 81 - * 


af C: 75 “ 80 me a 
Stellt man die Versuchsresultate noch einmal iibersichtlich zu- 
sammen, so ergibt sich folgendes Bild: 


Gruppe A. Normaler Al-Zusatz. 


| Erste Generation 142 Junge 
Zweite -" 143 “ 
Dritte on 18] - 

466 Junge 


Gruppe B. Ohne Al-Zusatz. 
Erste Generation 161 Junge 
Zweite és 181 
Dritte a 145 os 

487 Junge 
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Gruppe C. Mit viel Al-Zusatz. 
Erste Generation 121 Junge 
Zweite ve 168 
Dritte ‘is 155 

444 Junge 


Nunmehr wurden die Jungen der dritten Generation, also di 
vierte Generation, solange noch mit der gleichen Nahrung gefiittert 
wie die Tiere der dritten Generation, bis sie geniigend groB geworden 
waren, um ihre Organe verarbeiten zu kénnen (°\, Jahre). Man mubt: 
erwarten, da besonders die Leber der Tiere das Aluminium gespeichert 
haben wiirden, aber ein Vorversuch ergab, daB in der Leber eines 
Tieres tiberhaupt nicht genug Aluminium vorhanden war, um _ es 
quantitativ bestimmen zu kénnen. Wir haben deshalb fiir jede Be- 
stimmung sechs Lebern zusammengenommen (Gesamtgewicht 80 bis 90 g¢ 
und die Organe, wie oben angegeben, verascht. Auch unter diesen 
Bedingungen bewegten sich die Werte fiir den Al-Gehalt der Lebern 
selbst der Versuchstiere, die nun drei Generationen hindurch mit 
reichlich Al-haltiger Nahrung gefiittert waren, an der untersten Grenze 
der Bestimmungsmdéglichkeit. Die Werte, die wir erhalten haben, 
sind folgende: 
Gruppe A: 0,004 mg-°,. Gruppe B: 0,0033 mg-°,, Gruppe C: 0,01 mg-° 


- 


A: 0,004 - rv B: 0.0065 C: 0.0074 
A: 0,0067 ‘a ‘i B: 0.0034 C: 0,003 57 
A: 00,0038 we - B: 0.00385 C:0,0035 
A: 0,004 - ss B: 0.0037 C: 0.00388 
A: 0.0078 a i B: 00,0038 C: 0.0074 


B: 0.0051 


Durschschnitte: Gruppe A: 0,0050 mg-° 
Gruppe C: 0,0059 mg-° 


» Gruppe B: 0,0042 mg-' 
0° 

Die Nieren ergeben in allen drei Gruppen, trotzdem die Organe von 
50 Tieren zusammen verascht wurden, nur unbestimmbare Spuren von 
Aluminium. 

Milz: Gruppe A: 0,006 mg-°,, Gruppe B: 0,006 mg-° 
0,0086 mg-",.. 

Herz: Gruppe A: 0,007 mg-°,,, Gruppe B: Spur, Gruppe C: 0,008 mg-°,,. 


Gruppe C: 


Die minimalen Differenzen fallen der Methode zur Last, jedenfalls 
zeigen diese Resultate, daB von einem grdperen Gehalt weder der Leber, 
der Nieren, der Milz oder der Herzen der Tiere, die vier Generationen lang 
mit groBen Al-Mengen gefiittert sind, gar keine Rede sein kann. 


Wenn eine Ratte von 70 g mit zwei Keks 10 mg Al pro Tag auf- 
nimmt, so wiirde das auf einen erwachsenen Menschen von 70 kg um- 
gerechnet 10g Al ergeben. Das wiire pro Tag 63,5 g Al,(SO,); oder 
123 g Al,(SO,4), + 18 H,O. Solche Mengen Aluminium zu nehmen, 
wire aber schon des Geschmackes wegen ganz unmdglich! 
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Aus unseren Versuchen muB man den SchlubB ziehen, dab die Be- 
auptung, die fortgesetzte Zufubr selbst geringer Mengen von Aluminium- 
salzen in der Nahrung wirke schadlich auf die Fortpflanzungsfahigkeit, 
eder positiven Grundlage entbehrt und véllig haltlos ist. Die Ratten 
in unseren Versuchen haben sich in den drei Gruppen vollig gleichmaBig 
vermehrt, einerlei, ob sie mit einer Nahrung gefiittert wurden, die viel 
oder wenig oder nur Spuren von Aluminium enthielt. Die geringen 
Unterschiede in der Anzahl der Jungen kénnen nicht als Gegenbeweis 
herangezogen werden, sie sind viel zu geringfiigig, um irgendwie ins 
Gewicht zu fallen. Ware wirklich irgendein EinfluB der Aluminium- 
fiitterung vorhanden, so hatte er besonders bei der letzten Generation 
auftreten miissen, aber auch hier ist von einer Verminderung der Zahl 
der Jungen in der Gruppe C nichts zu bemerken, trotzdem gerade hier 
so hohe Dosen von Aluminiumsalzen verfiittert wurden, wie sie eben 
noch ertraglich waren. 

Die Versuche haben eine schéne, nicht leicht wiederkehrende 
Gelegenheit geboten, noch einmal den EinfluB des Aluminiums bei 
fortgesetzter Fiitterung auch iiber mehrere Generationen hindurch 
zu uberpriifen. Der ganze Fiitterungsversuch hat sich tiber einen Zeit- 
raum von | Jahr und 5 Monaten erstreckt. Es wurden die inneren 
Organe der vierten Generation auf ihren Al-Gehalt untersucht, aber 
irgendeine Speicherung konnte nicht festgestellt werden. Der Aluminium- 
gehalt der Leber, der Niere, der Milz und des Herzens der mit Aluminium 
gefiitterten Tiere war nicht gréBer als der von normalen Tieren Uber- 
einstimmend mit der in der erster? Veréffentlichung geauBerten Ansicht 
wird man zu dem SchluB kommen, das das in den Verdauungskanal 
gelangte Aluminiumsalz entweder gar nicht resorbiert wird, oder aber, 
daB es, abnlich wie das Eisen, nach voriibergehender Resorption in 
den oberen Diinndarmpartien durch den Dickdarm restlos wieder 
ausgeschieden wird. Im Harn sind jedenfalls nennenswerte Mengen 
Aluminium, selbst nach reichlicher Verfiitterung von Aluminiumsalzen, 
nicht festgestellt worden, eine Beobachtung, die neuerdings auch vom 
teichsgesundheitsamt bestatigt worden ist (5). 

Kiirzlich bat schlieBlich P. J. Lewis (6) gefunden, daB, selbst nach 
Verfiitterung reichlicher Mengen von Aluminiumsalzen, im Blute 
kaum Spuren von Aluminium nachweisbar sind. Danach ware also 
auch eine voriibergehende Resorption wenig wahrscheinlich. 

Derartige Beobachtungen iiber das Verhalten des Aluminiums im 
Stoffwechselversuch haben gelegentlich zu der Ansicht gefiihrt, dab 
dem Aluminium eine biologische Bedeutung tiberhaupt nicht zukame. 
Die Entscheidung dieser Frage ist aber auBerordentlich schwierig, sie 
wiirde zur Voraussetzung haben, daB man Tiere auch vollig aluminium- 
frei ernahren kann, was zurzeit unméglich ist, weil es auf keine Weise 


°° * 
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gelingt, die in den Nahrungsstoffen enthaltenen Spuren von Aluminiui 
herauszulésen, ohne dadurch die Nahrung selbst ganzlich zu zerstére) 

Fir das Pflanzenreich scheint sich eine gewisse ,,Lebensnotwendi; 
keit*‘ des Aluminiums aus den Arbeiten von Stoklasa und seiner Schiil 
zu ergeben, fiir das Tierreich bleibt diese Frage noch offen bzw. weitere 
Untersuchungen vorbehalten. 


Bei der Durchfiihrung der Versuche hatte ich mich der sehr g: 
schickten Hilfe meiner Laboratoriumsassistentin, Frl. J. Feick, zu 
erfreuen. 


Literatur. 


1) C. Massatsch u. H. Steudel, diese Zeitschr. 220, 239, 1930. 2) K. B 
Lehmann, W. v. Zezschwitz u. H. Ruf, Arch. f. Hyg. 106, Heft 6, 1931. 
3) V.C. Myers, J. W. Mull u. D. B. Morrison, J. of biol. Chem. 78, Nr. 3. 
1928. 4) V.C. Myers u. J. W. Mull, ebenda 78, Nr. 3, 1928. 5) Reichs 
gesundheitsblatt 1930, Nr. 41, S. 803. 6) S.J. Lewis, Biochem. J. 25, 
2162, 1931. 7) F. B. Flinn u. J. M. Inouye, J. amer. med. Assoc. 1928, 
§. 1010— 1013. 8) EE. V. McCollum, O. S. Rask u. J. E. Becker, J. ot 


biol. Chem. 77, Nr. 2, 1928. 9) W.C. Rose u. F. L. Catherwood, J. oi 
Nutrition 2, Nr. 2, 1929. — 10) R. M. Kraft, Amer. J. of Hyg. 12, Nr. 1, 
1930. 11) K. Mackenzie, Biochem. J. 24, Nr. 5, 1930. — 12) BE. W. 


Schwartze, F.J. Murphy u. G.J.Cox, J. of Nutrition 4, Nr. 2, 1931. 
13) D. Tourtellotte u. O. S. Rask, Amer. J. of Hyg. 14, Nr. 1, 1931. 
14) G. Bertrand u. P. Serbescu, C. r. des séances de |l’academie des sciences 


193, 128, 1931. — 15) M.G. Bertrand u. M.G. Levy, Bull. de la société 
chimique de France Nr. 114, 1931. 16) (7. J. Cox, B. W. Schwarze, R. M. 


Hann u. R. B. Unagst, Industrial and Enginering Chemistry 24, 405, 1932. 








(A 


(Ausgt 


\ 
worde 
phosp 
Bei « 
im K 
Bedin 
auf ui 
vorsc] 
suchu 
suchu 


A 
scheen 
triphe 
des Si 
durch 
der A 
mit d 
der I 
bestin 
Ansat 





Zu 


ces 
été 


32. 





Zur Kenntnis der Adenosintriphosphatase der Leber. 


Von 


Il. K. Barrenseheen und Sandor Lang. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 25, Juli 1932.) 
Mit ] Abbildung im Text. 


Vor kurzem ist von Jacobsen! ein Ferment der Leber beschrieben 
worden, welches spezifisch auf die Spaltung der sogenannten ,,Pyro- 
phosphatfraktion“ der Erythrocyten und des Muskels eingestellt ist. 
Bei der Bedeutung, welche der Adenosintriphosphorsaure offenbar 
im Kohlenhydratstoffwechsel zukommt, schien es wiinschenswert, die 
Bedingungen der Wirksamkeit dieses Ferments, fiir das wir im Hinblick 
auf unsere Untersuchungen den Namen einer ,,Adenosintriphosphatase“ 
vorschlagen méchten, eingehend zu untersuchen. Eine derartige Unter- 
suchung schien um so berechtigter, als von Jacobsen fiir seine Unter- 
suchungen niemals das reine Substrat herangezogen wurde. 


I. Zur Technik der Versuche. 


Als Substrat diente ausschlieBlich die nach der Methodik von Barren- 
scheen und Filz aus Hunde- und Kaninchenmuskulatur dargestellte Adenosin - 
triphosphorsaure, welche jeweils ad hoe fiir die Versuche durch Zerlegung 
des Silbersalzes hergestellt wurde. In vereinzelten Versuchen wurde auch das 
durch Umsetzung des Silbersalzes mit Kochsalz hergestellte Natriumsalz 
der Adenosintriphosphorséiure verwendet. Samtliche Versuche wurden 
mit der aus dem 3-Ag-Salz hergestellten Saure durchgefiihrt. Der Gehalt 
der Lésungen an Adenosintriphosphorséiure wurde durch Mikrokjeldah! 
bestimmt. Die Menge des Substrats betrug in den 10 ccm betragenden 
Ansatzen in der Regel 2 mg, entsprechend rund 0,25 mg leicht abspaltbaren 


1 Diese Zeitschr. 242, 292, 1931. 
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Phosphors. Das zu den Kontrollversuchen iiber die Spezifitat des Ferment 
verwendete Glycerophosphat war reinstes Mercksches Praparat. Dx 

Phosphorgehalt der L6ésungen wurde nach Veraschung analytisch ermitt: 

und durch entsprechende Verdiinnung derart eingestellt, dafi die Meng: 
abspaltbaren Phosphors dem aus der Adenosintriphosphorséure — leic}\1 
abspaltbaren Phosphor gleich war. Die Muskeladenylsdure verdanken w 

der Liebenswiirdigkeit von Prof. G. Embden in Frankfurt a. M.. dem w 

auch an dieser Stelle unseren Dank aussprechen. Das verwendete Pyr: 

phosphat, Na,P,O;.10H,O, war Kahlbaumsches Praparat und wurd 
vor dem Versuch durch vorsichtigen Zusatz von Eisessig auf pu 7,0 ein 
gestellt. Auch hier wurde ebenso wie in den Versuchen mit Muskeladeny! 
siure die Konzentration so gewahlt, daB der Phosphorgehalt dem leicht 
abspaltbaren Phosphor der Adenosintriphosphorsiure entsprach. Als 
Fermentlésung diente ein nach Jacobsen durch Verreiben der Leber mit 
gleichen Gewichtsmengen von Quarzsand und destilliertem Wasser he1 
gestellter Extrakt. In der Mehrzahl der Versuche wurden die Extrakt: 
aus Meerschweinchenleber hergestellt, in vereinzelten Versuchen wurden 
auch Kaninchenleberextrakte verwendet. Da aus Griinden der Sparsamkeit 
iiber die Menge von 2 mg Adenosintriphosphorsiure als Substrat nicht 
hinausgegangen wurde, wurde in einer Reihe von Vorversuchen die optimal 
Verdiinnung des Extraktes ermittelt. Wir sind schlieBlich zu der Ver 
wendung von | cem des zehnfach verdiinnten Extraktes auf 10 cem Gesamt 
ansatz als der geeignetsten Fermentkonzentration gelangt. Die vergleichs 
weise zu Untersuchungen herangezogene Knochenphosphatase wurde nacl 
Martland und Robison’ hergestellt und durch Fallung mit Ather-Alkohol 
in das haltbare Trockenpraparat iibergefiihrt. In den Versuchen wurden 
jeweils 0,25 mg des im Vakuum getrockneten Praparats auf 10 cem des 
Ansatzes verwendet. Die Fermentwirkung wurde durch Bestimmung des 
innerhalb 1 Stunde abgespaltenen anorganischen Phosphors kontrolliert. 
Ein derartiges Vorgehen ist vollkommen einwandfrei, da die Jacobsen 
Extrakte, wie uns wiederholte Kontrollen zeigten, bei allen verwendeten 
pu-Abstufungen keinen Zuwachs an anorganischem Phosphat in der Versuchs 
zeit von | Stunde ergeben. Die Phosphorbestimmungen erfolgten nach 
EnteiweiBung mit Trichloressigsiure colorimetrisch nach der Methode von 
Fiske und Subbarow. Der eventuelle Blindwert wurde von den Versuchs 
werten jeweils in Abzug gebracht. Die in einzelnen Versuchen sich als 
notwendig erweisende Bestimmung der nicht gespaltenen Adenosintri 
phosphorséiure wurde derart durchgefiihrt, daB ein aliquoter Teil des 
Trichloressigsaurefiltrates mit gesattigter Barytlésung bis zur deutlich 
phenolphthalein-alkalischen Reaktion versetzt wurde. Der das anorganische 
Phosphat und die Adenosintriphosphorsiéiure einschlieBende Niederschlag 
wurde zentrifugiert, mehrmals gewaschen, in méglichst wenig verdiinnte: 
Salzsiure unter Kiihlung aufgenommen und aus der salzsauren Lésung 
durch Abstumpfen mit Natriumacetat das schwerlésliche Bariumsalz der 
Adenosintriphosphorsdure neuerlich gefiallt. Dieser Niederschlag wurde 
nach mehrmaligem Waschen auf der Zentrifuge mit leem 5n H,SO, 
zerlegt, vom BaSO, zentrifugiert, der BaSO,-Niederschlag zweimal mit 
leem ganz verdiinnter Schwefelsiure nachgewaschen. Die vereinigten 
Abgiisse und Waschwasser wurden verascht und in der Aschelésung der 
Phosphor colorimetrisch bestimmt. 


' Biochem. J. 23, 237, 1929. 
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Il. Die Wirkungsbedingungen der Adenosintriphosphatase. 
a) Die pr-Aktivitdtskurve. 

In einer Reihe von Versuchen wurde fiir die Adenosintriphosphatase 
die py-Aktivitétskurve mit verschiedenen Puffergemischen gepriift, 
und zwar kamen im sauren Bereich Citrat-Salzsiurepuffer nach 
Sdérensen sowie Acetat-Essigsiuregemische zur Verwendung; fiir den 
Bereich von py 7 bis 9,6 verwendeten wir das Veronalpuffergemisch von 
Michaelis', im alkalischen Bereich jenseits py 9,6 wurden Borat-Natron- 
laugepuffer nach Sdrensen bzw. Natriumcarbonat-Salzsiuregemische 
nach Kolthoff verwendet. 

Die Untersuchungen ergaben fiir den nativen Extrakt zwei aus- 
gesprochene Optima der Wirksamkeit, von denen das eine in ver- 
schiedenen Versuchen bei py 8,0 bis 8,2, in der Mehrzahl der Versuche 
bei py 8,2 gefunden wurde. Der zweite Gipfel der Spaltung liegt zwischen 
pu 8,8 bis 9, in der Mehrzahl unserer Versuche entspricht er einem 
pu. Im sauren Bereich bis zu einem py von 5,31 tritt in den Extrakten 
Flockung auf, trotzdem laBt sich eine geringe spaltende Wirkung auch 
in diesem py-Bereich nachweisen. Von py 7 angefangen steigt die 
Kurve rasch an, jenseits px 9,6 fallt sie steil ab. Die Verhaltnisse werden 
am besten durch nachstehende Abb. 1 beleuchtet, in der vergleichsweise 
auch die Spaltung von Adenosintriphosphorsiure und Glycerophosphat 
durch Knochenphosphatase aufgenommen wurde. Der Grad der 
Spaltung wurde bei dem gewahliten Verhaltnis von Ferment und 





on __——-—— 
010 ae Re) ee ee ee 
120 


| 
| 
4100} 
| 


mg abgespaltener P 
e 
35 


Ss 
= 
_S 


4020 
| 








% $ & 7 & I 70 11 fin 72 
Abb. 1. 
} Spaltung der Adenosintriphosphorséure durch Leberextrakt (Jacobsen). 
a . Muskeladenylsiure durch Leberextrakt (Jacobsen). 
re von Glycerophosphat durch Knochenphosphatase. 
» .  Adenosintriphosphorsiure durch Knochenphosphatase 


1 J. of biol. Chem. 87, 33, 1930. 
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Adenosintriphosphorséure bei optimalem py zwischen 40 und 70‘ 
innerhalb 1 Stunde gefunden. Durchschnittlich ergab sich eine Spaltuny 
von 50%. 

Die Abhangigkeit der Fermentaktivitat bei optimalem py von de: 
Temperatur zeigt nachstehende Tabelle I. Es ergibt sich danach ein 
ausgesprochenes Optimum bei 37°. Jenseits von 37° fallt die Wirkung 
langsam ab, ist jedoch auch bei 55° noch deutlich nachweisbar. Ob dic 
bei 60 bzw. 65° beobachtete Spaltung noch als fermentativ aufzufassen 
ist oder schon zum Teil als eine durch die hohe Temperatur bedingte 
hydrolytische Spaltung, soll dahingestellt bleiben. 


Tabelle I. 
EinfluB der Temperatur auf die Aktivitit der Adenosintriphosphatase. 





Temperatur ya vied ue a... ae a Pe 
%, des 0/9 s 
mg 9 4 mg pm ne p 
5 bis 7°C (Kiswasser) . 0,0400 26,66 0,0360 24,00 
13 bis 14°C (Leitungs- 
eee 0,0496 33,06 0,0492 32,80 
25 bis 26°C (Zimmer- 
temperatur). . . 0,0692 46,13 0,0688 45,86 
37°C (Brutschrank) . 0.0796 53,06 0,0836 55,73 
40°C (Wasserbad) 0,0720 48,00 0,0648 43,20 
REE statata & « 0,0704 46,93 0,0656 43,73 
+ 0,0712 47,44 0,0712 47.46 
60 bis 65°C 0,0508 27,31 0,0368 19,78 





Abgespaltener Phosphor 


b) Zur Kinetik der Adenosintriphosphatase. 


Die Versuche iiber die Spaltungsgeschwindigkeit wurden bei 


optimalem py und beim Temperaturoptimum von 37° angestellt. 


Tabelle II. Kurve der Spaltungsgeschwindigkeit. 





Versuch 48, abgespaltener P 





Zeit 





Versuch 15, abgespaltener P 








Pu = 8,2 pu=9 Pu = &,2 
Min. mg Oy mg 5 mg 0 
5 0,0212 11.4 0,0188 10,1 — — 
10 0,0372 20,0 0,0408 21,9 0,0474 18,5 
15 — - _- -— 0.0572 22,3 
20 0,0548 29,5 0,0649 34,4 0,0652 25,5 
25 -- — — -- 0,0804 32,8 
30 0,0804 43,2 0,0848 45,6 —_ — 
40 — — — — 0,1100 43.0 
50 — — — _ 0,1276 49,8 
60 0,0968 52,0 0,1028 55,3 0.1364 53,3 
90 0,1108 59.6 0.1144 61,5 0,1444 56,3 
120 0,1220 65,6 0,1260 67,7 0,1448 56.6 
189 0,1298 69,8 0,1272 68,4 0,1500 58,6 
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Versuchsansétze entsprachen den sonst in unseren Untersuchungen 
verwendeten. 

Wie aus Tabelle II hervorgeht, ist die Spaltungsgeschwindigkeit 
in den Anfangszeiten bis zu 30 bis 50 Minuten ziemlich konstant und 
ergibt annahernd eine Gerade. Jenseits dieser Zeiten bei einer 45 bis 
50% iibersteigenden Spaltung nimmt die Spaltungsgeschwindigkeit 
rasch ab. Hier diirfte sich bereits eine Hemmung durch das auftretende 
anorganische Phosphat geltend machen. 

Zwischen Fermentmenge und abgespaltenem Phosphat besteht bei 
gleichbleibender Substratkonzentration, wie nachstehender Versuch zeigt, 
eine ziemliche Proportionalitat. 


Tabelle IT]. 


Abhangigkeit der Spaltung von der Fermentmenge. 





Abgespaltener Phosphor in mg 


PH leem 10fach verdiinnter 0,5 cem 10fach verdiinnter 
Leberextrakt Leberextrakt 

7.8 0,2374 0,1304 

8,2 0.2598 0.1552 

8.6 0.2434 0,1568 

9,0 0,2994 0,1636 

9,2 0.2638 0.1476 


c) Die Spezifitdt des Ferments. 


Der nach Jacobsen dargestellte Leberextrakt ist gegeniiber der 
Adenosintriphosphorsiure absolut spezifisch. |Anorganisches Pyro- 
phosphat wird in Ubereinstimmung mit den Befunden von Jacobsen in 
einem py- Bereich von 7.4 bis 10 iiberhaupt nicht gespalten. Wir méchten 
gerade in diesen Ergebnissen eine weitere Bestaétigung unserer Annahme 
erblicken, daB die beiden labilen Phosphorsaéuren nicht als Pyrophosphat 
priaformiert vorhanden sind. Muskeladenylsiure nach Embden zeigt, 
in dem py-Bereich von 7 bis 9,6 gepriift, eine geringfiigige Spa!ltung 
von 13,1 %, bei einem py 9,4, entsprechend dem Optimum der Knochen- 
phosphatase, so da$ daran zu denken ist, daB diese Spaltung bedingt 
ist durch Reste der gewéhnlichen Phosphatase der Leber. Glycero- 
phosphat wird durch die Extrakte nach Jacobsen iiberhaupt nicht 
dephosphoryliert. Umgekehrt zeigt Knochenphosphatase gegeniiber 
der Adenosintriphosphorséure nur eine geringfiigige Spaltung, die ihr 
Maximum beim Optimum des Ferments, entsprechend py 9,4, erreicht 
(s. Abb. 1). Das Ausma8 der Spaltung bleibt wesentlich hinter dem der 
Leberextrakte zuriick und erreichte in unseren Versuchen Werte von 
maximal 36%. Ob dieser Effekt der Knochenphosphatase auf eine 
Abspaltung der beiden leicht abspaltbaren, an der Aminogruppe 
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haftenden Phosphorsaurereste zuriickzufiihren ist, oder ob hier nici, 
die mit dem Kohlenhydrat in Verbindung stehende Phosphorsiu 
abgesprengt wird, miissen praparative Versuche ergeben, die wir wu: 
vorbehalten. Sollte letztere Annahme zutreffen, so wiirde die Isolieruny 
eines derartigen Spaltproduktes einen weiteren Beweis fiir die von uns 
seinerzeit angenommene Konstitution der Adenosintriphosphorsaur 
ergeben. Unter den angegebenen Versuchsbedingungen zeigen di: 
Fermentlésungen nach Jacobsen keinerlei desaminierende Wirkuny 
worauf ausdricklich hingewiesen sei. Gepriift wurde in einem py-Bereich: 
von 5,5 bis 9,0. In simtlichen Versuchen konnte keine Neubildung von 
NH, gefunden werden. Aus Griinden der Raumersparnis sehen wir 
von einer Wiedergabe dieser, sowie der zahlreichen Versuche iiber di: 
Spezifitat der Fermentlésung ab. 


III. Reinigungsversuche. 


Versuche zur Reinigung des Fermentrohextraktes und zur Her 
stellung haltbarer Dauerpriparate sind simtlich fehlgeschlagen 
Fédllung mit Aceton fiihrt einen vollkommenen Verlust der Wirksam- 
keit sowohl in der tiberstehenden Fliissigkeit als auch im Niederschlag 
herbei. Fallung mit Acetatpuffer beim isoelektrischen Punkt ergibt 
einen Verlust der Wirksamkeit in der iiberstehenden Fliissigkeit auf 
fast ein Zehntel, im Niederschlag laBt sich nach Aufnehmen in Bi- 
carbonat noch eine gegeniiber der Ausgangslésung ungefahr 75% be- 
tragende Wirkung nachweisen. Gemessen an dem Stickstoffgehalt 
des urspriinglichen Extraktes und der Lésung des Niederschlags, ist 
jedoch der Reinigungseffekt der Fallung praktisch Null. Reinigungs- 
versuche durch Adsorption an Tonerde bei wechselndem py zwischen 
4,95 bis 9,6 ergaben fiir die staérker sauren Bereiche einen offenbar 
durch die Ausflockung bedingten wesentlichen Verlust der Aktivitat 
der Restlésung. Adsorption mit Tonerde C 
pu 7 bis 9,6 ergibt nur eine minimale, maximal bis 20°, betragende 


y nach Willstdtter zwischen 


Adsorption. Etwas giinstiger liegt das Verhaltnis bei der Adsorption an 
Kaolin, bei der aus dem nativen Extrakt rund 30°, der Wirksamkeit an 
das Adsorbens gehen. Zu weiteren Reinigungsversuchen ermutigen 
derartige Ergebnisse nicht. Eine geringe Reinigung der Extrakte bei 
weitgehender Erhaltung der Aktivitét laBt sich durch Dialyse in 
Pergamenthiilsen gegen destilliertes Wasser bei Eisschranktemperatur 
erreichen. Erst nach 46stiindiger Dialyse macht sich eine Abnahme 
der urspriinglichen Aktivitat um rund 30°, geltend. Uberhaupt scheint 
das Ferment nicht sehr empfindlich zu sein. Nach 46stiindiger Auf- 
bewahrung im Lisschrank ergibt sich keine Abnahme der Aktivitat. 
Bei Brutschranktemperatur zeigt sich nach vierstiindiger Inkubation 
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‘ine geringfiigige Erhéhung der Aktivitat, erst nach sechstiindigem 
Brutschrankaufenthalt laBt sich eine leichte Abnahme der Wirksamkeit 
nachweisen, die interessanterweise die Spaltung bei dem = zweiten 
pu-Optimum von py 9 starker betrifft. 


IV. Hemmungsversuche. 


Durch Fluorid wird die Adenosintriphosphatase der Leber weit- 
gehend gehemmt. Die Hemmung betrigt noch bei einer Fluorid- 
konzentration von m/500 rund 58%, fiir das py-Optimum 38,2, rund 
76% fiir das py-Optimum 9,0. Aber selbst eine Fluoridkonzentration 
von m/5 unterdriickt die Spaltung nicht vollstandig. Ahnlich liegen 
die Verhaltnisse fiir die Hemmung durch Cyanid, doch ist hier der 
Effekt nicht so hochgradig wie beim Fluorid. Auch hier beobachten 
wir eine starkere Hemmung des zweiten py-Optimums entsprechend 
pu 9,0. Es kénnte dieses Verhalten im Zusammenhalt mit der beob- 
achteten starkeren Abnahme der Aktivitat gerade fiir dieses py nach 
Inkubation im Brutschrank darauf hindeuten, daB in dem Extrakt 
zwei Fermentsysteme vorliegen, von denen das eine empfindlicher gegen 
Fluorid und Cyanid ist und auch bei Brutschranktemperatur rascher 
inaktiviert wird (s. Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Hemmung der Adenosintriphosphatase durch Fluorid und Cyanid. 





Zusatz: NaF, abgespaltener P Zusatz: Na CN, abgespaltener P 
End- ——_—_— - — ——- . 
konzentration Pu =8,2 Pu=9 pu = Pa =?” 
der Zusitze — 
mg Vio mg "lo mg “io mg O'4 
0 0.0932 109 0.0896 100 0,0932 100 0.0896 = 100 
m/59 0.0248 2660 0.0144 16.07 0.0504 54.08 0.0296 33,04 
m/109 0,0268 28,75 0,0184 20,53 0,0584 62,66 0,0404 45,09 
m/500 0.0392 42,06 0.0216 24,29 0,0768 8240 0,0460 51,34 
m/1000 0.0708 75.96 0.0500 55,80 


Auch anorganisches Phosphat vermag die Wirkung der Adenosintri- 
} x u 
phosphatase zu hemmen, wie nachstehender Versuch belegt: 


Samtliche Ansatze enthalten 1 cem Adenosintriphosphorsaéurelésung, 
entsprechend 1,282 mg, leem zehnfach verdiinnten Extrakt, 6 cem Wasser ; 
ferner Kontrolle: 2 cem Veronalpuffer, nach Michaelis entsprechend 
pu 8,0; Versuch: 2 cem m/15 Phosphatpuffer, nach Sdérensen entsprechend 
pu 8,04. 

Adenosintriphosphorséure nach einstiindiger Inkubation: Kontrolle 
0.0708 mg 5,52°., der zugesetzten Menge; Versuch: 0.2805 mg 21,87% 


der zugesetzten Menge. 
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Von Waldschmidt-Leitz' und Mitarbeitern ist in jiingster Zeit iibe: 
Versuche berichtet worden, nach denen Glycerophosphatase durch S§ }} 
Gruppen (Cystein) deutlich gehemmt wird. Die Beobachtung, daB unser 
Extrakte bei kurzer Inkubation im Brutschrank eine deutliche Steigerung 
ihrer Wirksamkeit erfahren, legte es nahe, dieses Ergebnis mit den 
Befunden von Waldschmidt-Leitz in Zusammenhang zu bringen. Tatsachlich 
nimmt der nach Kihnau? bestimmte Gehalt an reduziertem Glutathion 
bei der Inkubation der Extrakte deutlich ab (siehe nachstehende Tabelle V) 
Mit der Aktivitétszunahme unserer Extrakte hat dieser Befund jedoch 
nichts zu tun. Zugesetztes Cystein (1 mg pro Ansatz) hat im Gegenteil, 
wie aus untenstehender Tabelle VI hervorgeht, eine deutliche Steigerung der 
Aktivitat zur Folge. Durch dieses Verhalten wire somit ein weiterer wesent- 
licher Unterschied gegen die anderen Phosphatasen gegeben. 


Tabelle ¥. 


Abnahme des reduzierten Glutathions in den Extrakten bei Inkubation 
im Brutschrank. 





Zeit im ; . : 
Brutschrank Reduziertes Glutathion 
Std. mg in 1 eem Extrakt 
0 1,92 1,94 
2 1,44 1,81 
4 1,37 1,72 


Tabelle VI. 


Wirkung von Cystein und Cyst‘n auf die Adenosintriphosphatase. 
‘ 





Abgespaltener P in mg 


Zusatz 
Pa= 82 Pu=9 
OC EE On 0,0728 0,0716 
Img Cystein HC]... . 0,0824 0.0864 
Le SK 5k a we wee 0,0820 0,0788 


V. Einflu8 von Ca-, Mg-, Be- und S$ 0,-Ionen auf die Adenosintriphosphatase. 


Durch Erdtman® wurde erstmals der Befund erhoben, daB die 
Phosphatase der Niere durch Magnesiumionen wesentlich aktiviert 
wird. Dieser Befund Erdtmans gewinnt nun eine neue Bedeutung im 
Hinblick auf die Untersuchungen Lohmanns‘* iiber die Rolle der 
Magnesiumionen in dem Co-Fermentsystem. Lohmann selbst bringt 
die aktivierende Wirkung der Magnesiumionen im Co-Fermentsystem 


1 Naturwiss. 20, Heft 7, 122, 12. Februar 1932. 

2 Diese Zeitschr. 230, 353, 1930. 

3 Zeitschr. f. phys. Chem. 177, 238, 1928; vgl. dazu auch Hommerberg, 
ebenda 200, 69, 1931. 

4 Naturwiss. 19, 180, 1931; diese Zeitschr. 287, 445, 1931. 








™m 
m 
m 
m 
m 
™m 


mit < 
die A 
des \ 
die | 
Aden 
ionen 
phos] 
ionen 
Beob 
Co-F 
herv« 
zentr 
phos) 
Konz 
so el 
Hem 
satz 
dab, 
Kinfl 


stehe 








Adenosintriphosphatase der Leber. 


Tabelle VII. 


403 


Wirkung von MgCl, und Mg(NO,), auf die Adenosintriphosphatase. 





End- 


konzentration 
der Zusitze 


Zusatz: MgiN Og)o, 
abgespaltener P in mg 


Zusatz: Mg Clo, 
abgespaltener P in mg 


Pu = 8,2 Pu=9 Pu = 8,2 Pua=9 

0 0.0668 0.0644 0,0708 0.0616 
mD 0.0048 0.0008 0.0236 0.0020 
m 10 0.0018 0.0056 0.0308 0.0112 
m/50 0.0440 0.0412 0.0420 0.03808 
m/100 0.0448 0,0404 0,0574 0,0352 
m/200 0,0292 0,0232 0.0492 0,0464 
m/500 0.0520 0.0644 0.0528 0.0484 


mit dieser Beobachtung von Erdtman in Zusammenhang und vertritt 
die Anschauung, daB hier méglicherweise eine Erklirung fiir die Rolle 
des Magnesiums zu suchen sei. Auch von uns wurde im AnschluB an 
die Beobachtungen bei der Darstellung des Magnesiumsalzes der 
Adenosintriphosphorsiure die Vermutung geiuBert, daB Magnesium- 
ionen auflockernd auf die labilen Phosphorgruppen der Adenosintri- 
phosphorséure einwirken kénnten. In dem Sinne nun, da Magnesium- 
ionen die Adenosintriphosphatase aktivieren, laBt sich nach unseren 
Beobachtungen die komplettierende Wirkung des Magnesiums im 
Co-Fermentkomplex nicht deuten. Wie aus der Tabelle VII einwandfrei 
hervorgeht, bewirkt Magnesiumchlorid und Magnesiumnitrat in Kon- 
zentrationen bis zu m 500 eine deutliche Hemmung der Adenosintri- 
phosphatase. Sieht man von dem stark hemmenden Effekt der hoheren 
Konzentrationen, der zweifellos als Salzhemmung aufzufassen ist, ab, 
so ergibt sich fiir die weiteren Konzentrationen immer noch eine 
Hemmung, die zwischen 25 bis 50% betragt. In merkwiirdigem Gegen- 
satz dazu steht das Verhalten des Magnesiumsulfats. Hier zeigt sich, 
daB, abgesehen von den niederen Konzentrationen, eher ein fordernder 
EinfluB des Salzzusatzes nachweisbar ist. 
stehender Versuch (Tabelle VIII). 


Als Beispiel diene nach- 


Tabelle VIII. 





End- Abgespaltener P in mg 
konzentration 








des MgSO, Pu = 8,2 Pu = 
0 0,0908 0.0856 

m/D 0.0544 0.0240 
m/10 0.0648 0.0596 
m/50 0,0900 0,0828 
m/100 0.1008 0,1004 
m/200 01044 0,0904 
m/500 0.1180 0.1040 
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Dieser auffallende Unterschied in der Wirkung der einzeln 
Magnesiumsalze legte es nahe, den férdernden EinfluB des Magnesiun 
sulfats als bedingt durch das Sulfation anzunehmen. Wie von dem eine: 
von uns mit Hiibner! gezeigt werden konnte, hat das SO‘-Ion ein 
spezifisch beschleunigende Wirkung auf den Ablauf der Glykolys: 
Die sonst beobachtete Induktionszeit wird unter gleichzeitiger B« 
schleunigung der Phosphorylierung aufgehoben. Unter Beriicksichtigung 
dieser Tatsache wurde daher die Einwirkung der Sulfate des Natriums, 
Kaliums und Ammoniums auf die Adenosintriphosphatase gepriift 
Ubereinstimmend konnte der Befund erhoben werden, da diese Sulfate 
von einer Konzentration von m 50 angefangen, die Adenosintriphospha- 


tase wesentlich zu aktivieren imstande sind. Auch hier ergeben die 


niederen Konzentrationen bis zu m/10 eine deutliche als Salzeffekt 
aufzufassende Hemmung. Bemerkenswert erscheint noch der Befund, 
daB die Spaltung der Adenosintriphosphorsiure bei Gegenwart von 
Ammonsulfat beim ersten py-Optimum, entsprechend py 8,2, auch in 
niederen Konzentrationen eher gehemmt ist, wihrend beim zweiten 
pu-Optimum, entsprechend py 9, eine Aktivierung nachweisbar ist. 
Auch dieses Ergebnis kénnte in dem Sinne gedeutet werden, daB in 
den Leberextrakten nach Jacobsen zwei verschiedene Fermentsysteme 
vorliegen (siehe Tabelle IX). 


Tabelle IX. 


EinflaB von SO{-lonen auf die Spaltung von Adenosintriphosphorsaure 
durch Adenosintriphosphatase. 





End- Zusatz: Ky, S04, Zusatz: Nag SO,, Zusatz: (NH4)o S04, 
konsentration abgespaltener P in mg abgespaltener P in mg abgespaltener P in mg 
a Pu = 8,2 Pu=9 Pu = 8,2 Pa =9 Pu = 8,2 Pa =9 

=) 0,0764 0.0632 0,0680 0.0904 0,0908 0.0856 
m/5 0,0544 0.0544 0,0480 0,0316 0,0120 0,0504 
m/1L0 0,0620 0.0588 0.0312 0.0588 
m/50 0,1020 0,0660 0,0984 0,1136 0,0412 0,0824 
m/L00 0,1024 0,0976 0,1008 0,0952 0,0568 0,1056 
m/200 0,1100 0,0864 0.1068 0,1052 0,0976 0,12382 
m 500 0,0780 0,0976 0,1116 0,1044 0,0732 0.1144 


Die hier wiedergegebenen Resultate kénnten vielleicht zu einer 
Erklarung unserer seinerzeitigen Beobachtung iiber die Beschleunigung 
der Glykolyse und der Phosphorylierung durch Sulfationen beitragen. 


1 Diese Zeitschr. 196, 488. 1928; 229, 329, 1930. 
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Nimmt man an, da den labilen Phosphorsiuren der Adenosintri- 
phosphorsaure eine wesentliche Bedeutung bei der Phosphorylierung 
zukommt, so kénnte man sich vorstellen, daB es unter dem Einflub 
der SO,-Ionen zu einer rascheren Abspaltung dieser reaktionsfahigen 
Phosphorsiuregruppen und dadurch zu einer rascheren Phosphory- 
lierung kommt. Dadurch wire das Verschwinden der Induktionszeit 
und, bei der beschleunigt einsetzenden Glykolyse, der starkere Abfall 
auch des anorganischen Phosphats zu erkliren. Eine férdernde 
Wirkung der SQ,-lonen auf die Adenosintriphosphatase bei un- 
giinstigem py untersucht wurden K- und Na-Sulfat bei py 7 
konnte einwandfrei nicht nachgewiesen werden. 


Im Gegensatz zur Adenosintriphosphatase wird Knochenphospha- 
tase durch Sulfationen beim optimalen py deutlich gehemmt. Wir 
bringen als Beispiel nachstehenden Versuch, aus dem gleichzeitig die 
enorme Fdérderung der Knochenphosphatase durch Magnesiumionen 
hervorgeht (siehe Tabelle X). 


Tabelle X. 


EinfluB von Mg’’- und SO{-Ionen auf die Spaltung von Glycerophosphat 


durch Knochenphosphatase. 





Abgespaltener P in mg 
Endkonzentration des Salzes — 


‘pu = 7.6 Pu=94 
i ie iia So -lehte. Lbis 0,0248 0,2440 
m/50 MgCl, ..... 0,0472 0,3676 
m/50 Mg(NOs))... . 0,0456 0.3128 
m/50 MgSQ,..... 0,0360 0,3272 
m/50 NagSOQ,.... 0,0320 0,1980 
m/50 K,80, ..... 0,0272 0,2048 
m/50 (NH,).SO, .. . 0,0240 0.1320 


Vergleichende Untersuchungen tiber die Wirkung von Ca- und 
Be-Ionen ergaben in dem optimalen py-Bereich fiir beide Ionen eine 
deutliche Hemmung. Calcium als Chlorid geprift ergibt bis zu 
einer Konzentration von m/100, Be — als Sulfat gepriift bis zu einer 
Konzentration von m/200 bzw. m/500 eine Flockung der Extrakte. 
Aber auch dort, wo keine Flockung mehr auftritt, ergibt sich eine 


deutliche Hemmung, die beim Ca rund 50°, in den Versuchen mit 
Be 75%, betragt. 
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VI. Priparative Darstellung der Muskeladenylsiure (Embden) durch die 
Adenosintriphosphatase. 


Wie gezeigt, wird Muskeladenylsdure (Embden) durch die Adenosi: 
triphosphatase beim optimalen py von 8,2 kaum gespalten. Wir habe: 
dieses Verhalten benutzt, wm aus fermentativem Wege von der Adenosi) 
triphosphorsdure zu Embden-Adenylstiure zu kommen. 


120mg aus Silbersalz frisch hergestellte Adenosintriphosphorsaw 
wurden mit 10 cem Veronalpuffer von py 8,2 und 10 cem frisch hergestellte: 
Leberextrakt nach Jacobsen versetzt, auf 50 ccm aufgefillt und 2 Stunde: 
im Brutschrank bei 37° inkubiert. Die weitere Fermentwirkung wurde na: 


dieser Zeit durch Zusatz von 10 ccm 20° ig. Trichloressigsiure unte: 
brochen, vom EiweiBniederschlag zentrifugiert, der Niederschlag mit weni 
20° ig. Trichloressigsiure nachgewaschen. Zentrifugat und Waschwasse: 
wurden vereinigt, mit gesattigter Barytlésung bis zur phenolphthalein 
alkalischen Reaktion versetzt und vom ausfallenden Bariumphosphat 
zentrifugiert. Die klare, iiberstehende Fliissigkeit wurde mit dem doppelten 
Volumen Alkohol versetzt, der flockig ausfallende Niederschlag im Eis 
schrank absitzen gelassen. Nach zwélfstiindigem Stehen wurde zentrifugiert. 
der Niederschlag in wenig Wasser aufgenommen und vom Unléslichen 
neuerlich zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde wieder mit 
dem doppelten Volumen Alkohol gefallt, neuerlich zentrifugiert. Das 
nunmehr restlos und klar lésliche Bariumsalz wurde im Exsikkator gx 
trocknet und mit der fiir das Bariumsalz der Adenylsiure berechneten 
Menge Schwefelséure zerlegt. Vom BaSO, wurde abzentrifugiert und di 
Fliissigkeit im Vakuum eingeengt. Die Adenylsiure kristallisiert auf diese 
Weise in prachtvollen Kristallen, von denen abgesaugt wurde. Ein weiterer, 
nicht unerheblicher Anteil laBt sich durch Zusatz von Aceton zur Mutte 
lauge bis zur beginnenden Triibung und Stehenlassen im Eisschrank ge 
winnen. 

Schmelzpunkt der so dargestellten Adenylséiure 193°, Mischschmelz 
punkt mit dem Muskeladenylséurepriparat von Prof. Embden 192°. 


VII. Zusammenfassung. 


1. Die nach Jacobsen dargestellte Adenosintriphosphatase der Lebe1 
zeigt, an reinen Lésungen von Adenosintriphosphorsaure geprift, zwei 
ausgesprochene py-Optima, entsprechend py 8,2 und px ¥. Das Tem- 
peraturoptimum jiegt bei 37°. 

2. Fiir die Anfangszeiten und bis zu einer Spaltung von 50°, 
verlauft die Spaltungskurve annihernd linear. Zwischen Ferment- 
menge und Wirkungsgrad besteht direkte Proportionalitat. 

3. Die Fermentlésung ist gegen Adenosintriphosphorsaure absolut 
spezifisch. Anorganisches Pyrophosphat und Glycerophosphat werden 
von ihr nicht gespalten. Embden-Adenylsaiure wird bei einem py von 9,4 
in geringem AusmaB dephosphoryliert. 


! Kine Priifung des Barytniederschlags ergab, daB keine ungespaltene 
Adenosintriphosphorsaure mehr vorhanden war. 
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4. Knochenphosphatase  spaltet Adenosintriphosphorsdure _ bei 
, 9,4 zu einem geringen Grade auf. 

5. Reinigungsversuche, sei es durch Fallung oder durch Adsorption, 
fuhrten zu keinem positiven Ergebnis. 

6. Adenosintriphosphatase wird durch Fluorid, Cyanid und an- 
organisches Phosphat gehemmt. Cystein férdert im Gegensatz zu den 
anderen Phosphatasen. 

7. Im Gegensatz zur Nieren- und Knochenphosphatase wird die 
\denosintriphosphatase durch Magnesiumionen gehemmt. 

8. Sulfationen beschleunigen die Wirkung der Adenosintri- 
phosphatase. 

9. Die Fermentlésungen nach Jacobsen eignen sich sehr gut zur 
fermentativen Darstellung der Muskeladenylsdure aus der Adenosintri- 
phos phorsdure. 
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Untersuchungen zur Frage der Co-Fermentwirkung. 


Ill. Mitteilung: 


Die Aktivierung der Milechsiurebildung im Muskelextrakt dureh die ver- 
schiedenen Formen der Adenosintriphosphorsiure. 


Von 


Hl. K. Barrenscheen und Konrad Miiller-Diisseldorf. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am. 25. Juli 1932.) 


Die Tatsache, daB es gelingt, die Adenosintriphosphorsdure des 
Muskels durch Eisessig-Nitritbehandlung in eine vom Ausgangsmateria! 
verschiedene Form iiberzufiihren, legte es nahe, diese beiden Adenosin- 
triphosphorsduren in ihrem Verhalten bei der Aktivierung der Milch- 
siurebildung vergleichend zu untersuchen. Eine derartige Unter- 
suchung hat um so mehr Berechtigung, als in der Frage der Bedeutung 
der denosintriphosphorséure im Co-Fermentsystem weitgehende 
Differenzen zwischen den Anschauungen Lohmanns und Eulers bestehen. 
Lohmann’ vertritt auf Grund seiner letzten Untersuchungen den Stand- 
punkt, da fiir die Milchsiurebildung des Muskels die Adenosintri- 
phos phorséure (Adenylpyrophosphorséure) das wirksame Prinzip darstellt 
und durch die Eulersche Co-Zymase nur zum Teil ersetzt werden kann. 
Umgekehrt vermag Adenosintriphosphat die Co-Zymase bei der alkoholi- 
schen Gaérung im Co-Ferment nicht voll zu ersetzen. Die organischen 
Komponenten des Co-Fermentsystems der Milchsdéurelbildung und der 
alkoholischen Gaérung sind nach ihm nicht identisch. Euler und Nilsson? 
wiederum kommen in ihrer letzten Untersuchung iiber Adenosintri- 
phosphorsdure und Co-Zymase zu der Anschauung, daB die Co-Zymase 
bei der Muskelglykolyse der Adenosintriphosphorsiure mindestens 
gleichwertig, zuweilen sogar tiberlegen ist. Eine Priifung der Sachlage 
schien aber auch aus dem Grunde wiinschenswert, da aus den Proto- 
kollen Lohmanns nicht immer eindeutig hervorgeht, inwieweit er 
gereinigte Priparate von Adenosintriphosphorséure verwendet hat. 


' Diese Zeitschr. 241, 67, 1931. 
2 Zeitschr. f. phys. Chem. 208, 173, 1932. 
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1. Zur Technik der Versuche. 


Aus auberen Griinden kamen fiir die Versuche ausschlieBiich Extrakte 
ius Warmbliitermuskulatur (Kaninchen, Meerschweinchen) zur Verwendung, 
lie entsprechend den Vorschriften Lohmanns' hergestellt und durch 
Dialyse in Kollodium- bzw. in Pergamenthiilsen gegen 0,9" ig. KCl-Lésung 
naktiviert wurden. Gegeniiber den Kollodiumhiilsen haben die Pergament 
hiilsen vielleicht den Nachteil, daB die verschiedenen Hiilsen ungleichmaBig 
durehlassig sind und die Milchsaéure vielfach schlecht diffundiert, so da 
man von Haus aus hohe Nullwerte erhalt. Ein Vorteil ist vielleicht darin 
zu erblicken, daB bei Verwendung von Pergamenthiilsen irreversibel in- 
aktivierte Extrakte doch nicht so haufig angetroffen werden. 

Das Arbeiten mit Warmbliiterextrakt bringt allerdings eine gewisse 
Unsicherheit mit sich, da eine sichere Grenze, wie lange man im Einzelfal! 
dialysieren kann, nicht gegeben werden kann. Vielmehr zeigt es sich, dali 
die optimale Zeit fiir die Dialyse von Extrakt zu Extrakt variiert. Dazu 
kommt. daB aus nicht erklarlichen Griinden bei sonst vollkommen gleicher 
Technik der Herstellung in manchen Extrakten Flockung auftritt, die 
regelmaBig eine irreversible Inaktivierung anzeigt. Trotz dieser Schwierig- 
keiten waren wir aus Mangel an anderem Versuchsmaterial (Fréschen) 
yenotigt, durchgehend mit Warmbliiterextrakten zu arbeiten. 

Zur Aktivierung der dialysierten Extrakte verwendeten wir Losungen 
der Adenosintriphosphorsaure, die Jeweils durch Zerlegung der Silbersalze 
frisch hergestellt wurden und deren Gehalt durch N- und P-Bestimmung 
ermittelt wurde. Wahrend die aus dem 3-Ag-Salz hergestellten Loésungen 
beim Aufbewahren im Eisschrank eine, wenn auch begrenzte, Haltbarkeit 
zeigen, ist es nétig, die aus dem 4-Ag-Salz dargestellte freie Saure jeweils 
frisch herzustellen, da in ihren Lésungen sehr bald anorganisches Phosphat 
nachweisbar wird. Die in den Versucnsprotokollen wiedergegebenen Mengen 
heziehen sich auf die freien Sauren und lassen sich daher nicht mit den 
Zahlen Lohmanns, die auf leicht abspaltbaren P bezogen sind, vergleichen. 

Die vergleichsweise herangezogene Muskeladenylsiure verdanken wir 
dem Entgegenkommen von Prof. G. Embden in Frankfurt a.M. Das Co 
Zymasepriparat von einem Reinheitsgrad ACo = 60000 und einem 
Trockenriickstand von 1,15 mg pro Kubikzentimeter wurde uns von Prof. 
v. Euler in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestellt. Beiden Herren 
danken wir auch an dieser Stelle fiir diese wesentliche Unterstitzung 
unserer Arbeit. Die Mengenangaben bei der Eulerschen Co-Zymase beziehen 
sich auf Trockensubstanz des Praparats. 

Die Art und Menge der verwendeten Zusatze richtete sich nach den 
Angaben von Lohmann*. Die Glykogenmenge betrug 5,6 mg, entsprechend 
0,2°, fiir den ganzen Ansatz, das als MgCl, zugesetzte Magnesium entsprach 
0,l mg, als Magnesium berechnet. Die Milchséurebestimmungen wurden 
durchweg nach Friedemann, Cotonio und Shaffer® in der Modifikation von 
Friedemann und Kendall* in Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Versuche 
mit reinem Lactat und Zusatzversuche ergaben bei Milchséurewerten von 
5 bis 0,1 mg ein Wiederfinden von 98 bis 99°, des angewandten Lactats. 


1 Diese Zeitschr. 237, 467, 1931. 
2 l.c. 

3 J. of biol. Chem. 73, 335, 1927. 
4 Ebenda 82, 23, 1929. 
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2. Versuchsergebnisse. 


Untersucht man Extrakte, deren Co-Fermentsystem durch di 
Dialyse nicht vollkommen vernichtet ist und die sich durch Zusat: 
von Magnesium allein noch aktivieren lassen, so zeigt sich zwische: 
der aus dem 3-Ag-Salz dargestellten Adenosintriphosphorsdéure un: 
ihrem Isomeren aus dem 4-Ag-Salz insofern ein Unterschied, als dir 


4-Ag-Saure deutlich starker aktiviert. Die Differenzen in der Aktivier- 
barkeit betragen in unseren Versuchen rund 20°, zugunsten der 4-Ag- 


Verbindung. Als Beleg dienen nachstehende zwei Versuche. 


Tabelle I. 


Versuch 1. Marz 1932. Dialyse in Pergamenthiilsen. Je 2cem Extrakt 


O.8ecem Zusitze. 





mg Milehsture 


Zusitze 
gefunden gebildet 
oe vee. : ; ; ay: 3,34 
0-Wert nach 2 Stunden . ae iy ena 4 3,34 0 
Glykogen. . . 7 Bly sieraets et 4,26 0,92 
G ly kogen + Magnesiumehlorid ; 4.56 1,22 
G ly kogen + 0,3 mg ATP.* aus 3- Ag- ‘Salz : 4.46 112 
Glykogen +0, 3mg ATP. aus 3-Ag-Salz + Magnes: um- 
chlorid . ; 5,51 2,17 
Glykogen + 0,3 mg “AT P. aus 4- Ag- Salz + Magnesium- 
chlorid. . 595 2,61 
Glykogen + 0.5 mg Muskeladenylsaure (Embde n) 
Magnesiumehlorid. . . : 4.91 1,57 
Glykogen + 0,5 mg Co-Zymase (F uler) + Magnesium- 
chlorid. . dace tir ee er a ek BN. ee: 4.48 1,14 
* ATP. = Adenosintriphosphors&ure. 


Tabelle II. 


Versuch 12. Marz 1932. Dialyse in Pergamenthiilsen. Je 2 cem Extrakt 


+ 0,8cem Zusitze. 





mg Mile *hsaure 


Zusitze - 
gefunden gebildet 

WOES os Dette es P Dies a are 2.49 
0-Wert nach 2 Stunden , a, ; ; 2,53 0.04 
Glykogen. . . ‘<a ; 2.79 9,30 
Glykogen + Maenesiumchlorid ee de? oy aa ee 2.87 0.38 
Glykogen + 0,8 mg ATP. aus 3-Ag- Salz wd 3,99 1.59 
Glykogen + 0,3 mg ATP. aus 3-Ag-Salz + Magnesium- 

chlorid. . . ; : 4.46 1,97 
Glykogen — 0, 3 mg ¢ ATP. aus 4- Ag- -Salz . ‘ ; 4,29 1,80 


Glykogen + 0,3 mg ATP. aus 4- 7 Salz + Magnesium- 
chlorid . . 2 a1. ae — ‘ met 4,97 2,48 
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Wie die voranstehenden Versuche zeigen, bleibt die Embdensche 
Adenylsdure und die Euler sche Co-Z ymase in ihrer Wirkung betrachtlich 
hinter der Adenosintriphosphorséure zuriick. Die Aktivierung durch 
Euler sche Co-Zymase ist, wie aus dem Versuch in Tabelle I hervorgeht, 
trotz Zusatz von Magnesium nicht gréBer als der minimale Effekt, 
welchen die aus dem 3-Ag-Salz hergestellte Adenosintriphosphorsaure 
ohne Magnesium erzielt. 

Wesentlich klarer tritt der Unterschied zwischen den beiden 
Adenosintriphosphorsiuren hervor, wenn man Extrakte zu den Ver- 
suchen verwendet, in welchen Magnesium keine nennenswerte Aktivierung 
mehr hervorruft. Wir bringen als Beispicl nachstehende Versuchsserie, 
welche einwandfrei die Uberlegenheit der 4-Ag-Verbindung beweist. 


Tabelle Ill. 





mg Milchs&éure gebildet aus: 


Glykogen Glykogen 


jatum ; oge 4 ag- 4 o-~ 
_— Da Glykogen Mag Mag 
Ohne Gly- + Mag- nesium- nesium- 
Zusatz kogen nesium- ehlorid chlorid 
chlorid + ATP. aus + ATP. aus 
1932 3-Ag-Salz 4-Ag-Salz 
Kaninchenmuskulatur, 
22Std. gegen 0.9% KCl 
in Pergamenthiilsen dia- 
lysiert So: Vt 0 $ 0 0.06 0.62 


Kaninchenmuskulatur, 

15 Std. gegen 0.9% KCI 

in Kollodiumbilsen dia- 

NO ct mw so at Be. OE 0 0 0 0,28 0,47 
Meerschweinchenmuskulatur, 

14 Std. gegen 09° KCl 

in Pergamenthilsen dia- 

emit... 3 fi, (ee FE 0 0 0 0,43 0.66 
Meerschweinchenmuskulatur, 

14Std. gegzen 0,9°, KCl 

in Kollodiumhiilsen dia- 

ee Cs Fe Sa ee VE 0 0 0 0,02 O11 
Meerschweinchenmuskulatur, 

14Std. gegen 1,15°% KCl 

in Pergamenthiilsen dia- 

oe ee Ee er ae ee 0 0 0 0,03 0,21 


Diese Uberlegenheit der 4-Ag-Verbindung zeigt sich auch, wenn 
man die zur Aktivierung nétigen Mengen der einzelnen Adenosintri- 
phosphorsiure beriicksichtigt. Wie nachstehender Versuch zeigt, 
ergibt die aus dem 3-Ag-Salz dargestellte Adenosintriphosphorsaure in 
Mengen von 0,25 mg nur ein Mehr an Milchsdurebildung von 0,34 mg. 
Erst die Menge von 1 mg vermag die Milchséurebildung auf 1 mg zu 
erhéhen. Die 4-Ag-Verbindung zeigt in der Menge von 0,03 mg in 
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diesem Versuch eine Aktivierung der Milchsaurebildung auf 1,59 my 
bei 0,1 mg betragt die Milchséurebildung itiber 2mg. Der Versuc! 
zeigt weiter, das die Milchsiurebildung aus Glucose durch Adenosintri 
phosphorsaure aus dem 3-Ag-Salz nicht aktiviert wird, waihrend dix 
4-Ag-Saiure auch mit diesem Substrat eine betrachtliche Milchsaiur 
bildung hervorruft. 
Tabelle IV. 
Versuch 11. Februar 1932. Dialyse in Pergamenthiilsen. Je 2 cem Extrakt 
0.8cem Zusatze. 





mg Milehsdure 


Zusitze 
gefunden gebildet 

ec, Abe i BO os Oe : — ; 0,02 
Glykegen + Magnesiumchlorid ae eee ae 0,07 0,05 
Glykogen + Magnesiumehlorid + 0,.25mg ATP. aus 

B-Ag-Salz ..... “ge ai : - 0.36 0.34 
Glucose + Magnesiumchblorid + 0,25 mg ATP. aus 

3-Ag-Salz .. ge Pe ee 5 ead 0,11 0,09 
Glykogen + 1 mg ATP. aus 3-Ag-Salz. . ‘See? 1,03 1,01 
Glykogen + Magnesiumchlorid + 0.03 mg ATP. aus 

4-Ag-Salz . . ghee pelle : ; 1,61 1.59 
Glucose + Magnesiumehlorid 0.03 mg ATP. aus 

4-Ag-Salz ... eee, ; ae ; 1.23 1.21 
Glykogen + 0,1 mg ATP. aus 4-Ag-Salz . . . 2,05 2.03 


3. Diskussion. 

Wie das voranstehende experimentelle Material einwandfrei zeigt, 
erweist sich die aus der 4-Ag-Verbindung hergesteilte Adenosintri phosphor - 
sdure in der Aktivierung der Milchséurebildung co-fermentarmer bzw. 
-freier Muskelextrakte wesentlich wirksamer, als die der 3-Ag-Verbindung 
entsprechende Saure. Nach der in der vorangehenden Arbeit mit Félz 
angenommenen Konstitution unterscheiden sich beide Formen der 
Adenosintriphosphorsaure dadurch, daB in der 4-Ag-Verbindung eine 
Esterbindung einer der leicht abspaltbaren Phosphorséiuren zum 
Kohlenhydrat gelést ist. Wir haben diese Form als die labile, reaktions- 
fihigere Form angesprochen und sehen in den Ergebnissen dieser 
Untersuchung einen Beweis fiir diese Annahme. Unsere Resultate 
scheinen uns auch die Divergenzen in der Auffassung Lohmanns und 
Eulers erklaren zu kénnen. Die von Luler! geiuBerte Anschauung. 
es kénnte die geringe Wirkung der Adenosintriphosphorsaure im Hefe- 
versuch durch eine Verunreinigung mit Co-Zymase erklart werden, 
14Bt nach unseren Versuchsergebnissen auch eine andere Deutung zu, 
die geeignet ware, auch die widersprechenden Resultate bei der 
Aktivierung der Milchsiurebildung co-fermentfreier Muskelextrakte zu 


1 Euler u. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 189, 1931. 
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erklaren. Beriicksichtigt man die groBen Mengen von Adenosintri- 
phosphat, die sich aus der Muskulatur isolieren lassen, so ist es von 
vornherein wenig wahrscheinlich, daB diese gesamte Menge im Co- 
fermentsystem in Reaktion tritt. Es scheint uns vielmehr mdéglich, 
laB der Adenosintriphosphorsiure im Stoffwechsel des Muskels auBer 
ler Co-Fermentrolle noch eine weitere wesentliche Bedeutung zukommt. 
Nur ein geringer Teil der vorhandenen Menge kénnte jeweils in aktivem 
Zustande als Co-Fermentanteil wirksam sein, eine Menge, die fallweise 
nach Bedarf aus der inaktiven Form wieder hervorgehen kann. Es 
wire plausibel, anzunehmen, daB bei einem wiederholten Reinigungs- 
prozeB die empfindlichere und eventuell auch andere Léslichkeits- 
verhaltnisse zeigende Reaktionsform der Adenosintriphosphorsaure ver- 
lorengeht und dadurch wenig wirksame bzw. unwirksame Priparate 
erhalten werden. Wir wollen damit nicht sagen, daB unsere aus der 
t-Ag-Verbindung dargestellte Adenosintriphosphorséure nun das wirk- 
same Prinzip vorstellt. Bei der Méglichkeit von Isomerien stellt viel- 
leicht diese Form ein wirksameres Zwischenglied zwischen der inaktiven 
und der eigentlichen Co-Ferment-Adenosintriphosphorséure dar. 


Zusammenfassung. 


Die durch Einwirkung von Eisessig-Nitrit erhaltene, vom Ausgangs- 
material verschiedene Form der Adenosintriphos phorsdure erweist sich, 
an der Milchsaurebildung co-fermentarmer bzw. -freier Extrakte aus 


Warmbliitermuskulatur gepriift, wesentlich wirksamer als die aus der 
Muskulatur direkt dargestellte Verbindung. 








Untersuchungen zur Frage der Co-Fermentwirkung. 


IV. Mitteilung: 
Die Aktivierung der Aldehyddismutation. 


Von 


Ii. K. Barrenscheen und Karl Braun. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie de 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 25. Juli 1932.) 


Durch die Untersuchungen von Euler und Mitarbeitern! ist die 
Bedeutung der Co-Zymase fiir die Umwandlung des Acetaldehyds 
durch Hefe, Muskel- und Leberpraparate sichergestellt, sei es nun, 
daB man die Wirkung der Co-Zymase als Co-Reduktase oder als 
Co-Mutase auffassen will. Ohne uns auf die Einzelheiten dieses ver- 
wickelten Problems, dessen weitgehende Klirung den obengenannten 
Untersuchungen Eulers zu danken ist, einzulassen, soll im nachstehenden 
iiber Versuche berichtet werden, welche die Rolle der Adenosintri- 
phosphorsduren (ATP.) bei der Aldehydumsetzung durch Leber- und 
Muskelextrakte zum Gegenstand hatten. 


1. Zur Technik der Versuche. 


Als Leberextrakte verwendeten wir nach Zuler und Brunius? ge- 
reinigte Enzymlésungen, die derart hergestellt wurden, daB die im Hof/- 
meisterschen Apparat zu einem feinen Brei gemahlene Kaninchen- bzw. 
Schweineleber mit der gleichen Gewichtsmenge physiologischer Kochsalz- 
lésung versetzt und der diinnfliissige Brei auf der Zentrifuge abgeschleudert 
wurde. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde mit Essigséure-Acetat puffer 
von px 4 oder durch vorsichtigen Zusatz von Essigséure bis zum isoelektri- 


' Vgl. dazu Euler u. Nilsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 72, 1926; 
162, 264, 1926; Huler u. Myrbdck, ebenda 165, 28, 1927; Euler, Nilsson u. 
Runehjelm, ebenda 169, 123, 127; Euler u. Brunius, ebenda 175, 52, 1928; 
Euler u. Nilsson, Skand. Arch. Physiol. 59, 201, ferner Nilsson, ref. Chem. 
Centralbl. 1930, I, 3320; Huler u. Nilsson, Biochem. J. 25, 2168, 1931. 

2 Zeitschr. f. phys. Chem. 175, 52, 1928. 
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schen Punkt gefallt, neuerlich zentrifugiert und die iiberstehende Fliissig- 
keit 48 Stunden gegen zweimal gewechseltes destilliertes Wasser in Per- 
gamenthiilsen dialysiert. Der dabei ausfallende Niederschlag wurde ver- 
worfen und nur die klare Fliissigkeit zu den Ansatzen verwendet. Als 
Muskelpraparat kamen Warmbliitermuskelextrakte (Meerschweinchen und 
Kaninchen) zur Verwendung, die nach Meyerhof! durch Extraktion mit 
unterkiihlter 0,9°,iger KCl-Lésung gewonnen und in Pergamenthiilsen 
gegen 0,9" ige, einmal gewechselte KCl-Lésung dialysiert wurden. Die 
Dialysezeit schwankte zwischen 16 und 20 Stunden. 

Die zu den Aktivierungsversuchen verwendete Co-Zymase war ein 
von Prof. Euler zur Verfiigung gestelltes Priparat vom Reinheitsgrad 


A Co 60000 und einem Trockenriickstand von 1,15 mg im Kubikzenti- 
meter. Als Muskeladenylséure verwendeten wir ein Praparat von Prof. 


Embden. Die Adenosintriphosphorsduren wurden jeweils durch Umsetzen 
der Silbersalze frisch dargestellt. Das hexosediphosphorsaure Mg bzw. K 
wurde durch Umsetzung des reinen Ca-Salzes nach Neuberg und Sabetay?* 
dargestellt; Methylglyoxal wurde nach H.O. L. Fischer dargestellt.  Fiir 
die Uberlassung von reinem Candiolin und von Dioxyaceton sind wir der 
I. G. Farbenindustrie zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 

Samtliche Ansaéitze wurden auf ein Volumen von 10 ccm gebracht. 
Von den Leberextrakten kamen 4 bis 6 cem in Verwendung, von den Muskel- 
extrakten 4 bis 5cem. 

Alle Versuche wurden mit lecm n/3 Phosphatpuffer nach Sdrensen 
von px 6,47 gepuffert. Die schlieBliche Aldehydkonzentration betrug urn 
0,2°., fiir den Ansatz. Die weiteren Zusitze gehen aus den einzelnen Versuchs- 
protokollen hervor. Versuchstemperatur 20°. 

Die Aldehydbestimmung wurde in der Apparatur von Friedemann, 
Cotonio und Shaffer durch Destillation in vorgelegtes Bisulfit jeweils in 
Doppelbestimmungen mit Je 2ccm des mit Phosphorsaéure angesiuerten 
Ansatzes durchgefiihrt und die Aldehydmenge , jodometrisch ermittelt. 
Zugesetztes Methylglyoxal stért, wie uns darauf gerichtete Kontroll- 
versuche zeigten, die auf diese Art durchgefiihrte Aldehydbestimmung in 
keiner Weise. 


2. Versuche mit Leberextrakt. 


Entsprechend den Angaben von Euler und Nilsson® aktiviert die 
Eulersche Co-Zymase die Aldehydmutation der Leberextrakte in 
betrachtlichem Umfang. Die aktivierende Wirkung der Adenosintri- 
phosphorsauren und der Embdenschen Muskeladenylsdure ist bei 
diesen Fermentliésungen entweder Null oder bleibt wesentlich hinter 
der Wirkung der Co-Zymase zuriick. Siehe Tabelle I. 

Die von uns gefundenen Werte fiir die Umsetzung bleiben aller- 
dings wesentlich hinter den Angaben Eulers und Nilssons zuriick. 
Die verschiedene Art der Herstellung der Enzymlésungen in den 
Versuchen ELulers kam LeberpreBsaft zur Anwendung — diirfte hin- 
reichend die Differenzen erkliren. Prinzipiell decken sich unsere Er- 


Siehe Lohmann, diese Zeitschr. 287, 467, 1931. 
2 Ebenda 161, 240, 1925. 
2 Biochem. J. 25, 2168, 1931. 
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Tabelle J. 


Gesamtvolumen der Ansitze 10 ccm. 








al a Aldehydabnahme in mg 
—_ ZL - 
a 5 et r=} Z "9 
Versuch Datum & = ie Sf E 
elas SE fl * 
3 A “N ~ 
1932 | S | & + 
satz . 5! on 7 — 2; vi _— 
Im Ansatz log. II. 45 20.12 1 "7 2, 1 1,73 
6ccom Leberextrakt | | 9) 2,53 — | 3,65 2,53 
Im Ansatz lam 45 19.20 0,72 | 0,50 | 1,33 0,72 | 0,72 | 0,72 
4cem Leberextrakt || ~° *1\90;-"" | 1,54! 1,66 | 8.91 | 2.87 | 2.15 1.98 
* ATP. = Adenosintriphosphorsi&ure. 


gebnisse mit denen Hulers. Der bei der Aktivierung der Milchsiure- 
bildung co-fermentfreier Muskelextrakte beobachtete Unterschied 
zwischen der ATP. aus 3-Ag-Salz bzw. 4-Ag-Salz ist hier nicht zu beob- 
achten. Magnesium wirkt, dem Extrakt allein zugesetzt, nicht akti- 
vierend!, 

3. Versuche mit dialysiertem Muskelextrakt. 


Prift man frische, nach Meyerho/ hergestellte Muskelextrakte auf 
ihre Fahigkeit der Aldehydmutation, so ergibt sich, wie nachstehender 
Versuch zeigt, ein deutliches Verschwinden des Acetaldehyds. Siehe 
Tabelle If. 

Tabelle Li. 





Versuth vom 29. I]. 1932 Zeit in Min. Aldehydabnahme 


inmg 

4ccm Muskelextrakt + i) 0 
1 , (= 20,01 mg) Acetaldehyd + 30 0,73 
1 , m/3 Phosphat py 6,47 + 60 1.58 
‘4 > , Wasser 90 2,47 


Fir die Beurteilung dieser Ergebnisse mu jedoch der nicht un- 
betrachtliche Kohlenhydratgehalt derartiger Extrakte und ihr relativ 
intaktes Fermentsystem mit in Rechnung gezogen werden. Es gelten 
hier die gleichen Erwagungen, wie sie von Euler iiber die Parnasschen* 
Ergebnisse an rohen Leberextrakten angeste!lt wurden. 

Etwas klarer liegen die Verhaltnisse an den durch Dialyse co- 
fermentarm bzw. co-fermentfrei erhaltenen Extrakten. Untersucht 
man diese in der gleichen Versuchsanordnung wie die Leberextrakte, 
so zeigt sich, daB die Aldehydmutation im Gegensatz zu den Leber- 


1 Siehe dazu auch die Befunde von Euler, Nilsson u. Auhagen, Zeitschr. 
f. phys. Chem. 200, 1, 1931. 
2 Diese Zeitschr. 28, 274, 1910. 
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xtrakten durch die Adenosintriphosphorsiuren deutlich aktiviert 
vird, wahrend die Wirkung der Eulerschen Co-Zymase in diesen Ver- 
uchen hinter den ATP. zuriickbleibt. Dieses Ergebnis spricht, im 
Zusammenhalt mit unseren Befunden iiber die Aktivierung der Milch- 
siurebildung, wohl in dem Sinne, daB die Co-Fermentsysteme der 
Leber und des Muskels auch biologisch verschieden sind. Auf die 
Unterschiede im chemischen Verhalten der Adenosintriphosphorsauren 
der einzelnen Organe haben wir seinerzeit schon hingewiesen. 

Die Versuche ergaben weiter, daB bei der Verwendung dieses 
Enzymmaterials ein Unterschied zugunsten der ATP. aus dem 4-Ag- 
Salz besteht. Besonders deutlich zeigt dies der Versuch vom 4. Marz 
1932, wo sich Differenzen von ahnlicher GréBenordnung wie in den 
Milchsiureaktivierungsversuchen ergeben. Siehe Tabelle IIL. 


Tabelle IIT. 


Gesamtvolumen der Ansatze 10 ccm. 








3 S Aldehydabnahme in mg 
= S bt  S 
Versuch Datum = sé = == c 
= 2 ned Se & 
1932 N = <3 =4 
4cem Muskel- | 4 yxy 45 ygog 9.25 8,06 0,36 | 0,42 047 0,31 
extrakt im Ansatz | ~~ ° 90 ~“"" 063 9,38 1,62 168 223 1,13 
5eem Muskel- | ; - ~ 
0 5 | 20,59 || » ee ~ , 
extrakt im Ansatz i -Til. 45 9 0,66 1,04 | 1,87 2,03 


Auffallend ist in dem Versuch vom 4. Marz 1932 die enorme 
Aktivierung der Aldehydmutation durch hexosediphosphorsaures 
Kalium, die iiber das Vier- bis Sechsfache gegeniiber der Aktivierung 
durch die Adenylverbindungen betrigt. Dieser Befund veranlabte 
uns, dem Einflu8 der Hexosediphosphorsiure auf das Verschwinden 
des Acetaldehyds in Muskelextrakten weiter nachzugehen. 


4. Die Aktivierung der Aldehyddismutation durch Hexosediphosphat, Glucose, 
Glykogen und eventuelle Intermediirstufen des Hexoseabbaues. 
Untersucht man Extrakte, welche an sich, offenbar infolge unvoll- 
kommener Dialyse, noch eine betrichtliche Umsetzung von Acetaldehyd 
ergeben, so zeigt sich, daB in derartigen Fermentlésungen die ver- 
schiedenen Co-Fermentadenylsiuren vollkommen  wirkungslos _ sind. 
Wohl aber laBt sich in diesen Extrakten eine enorme Steigerung des 
Aldehydumsatzes durch Hexosediphosphorsaiure, gleichgiiltig, ob als 
K- oder Mg-Salz verwendet, erzielen. Diese Umsetzung ist von ganz 


anderer GréBenordnung als die durch Aktivierung der Co-Ferment- 
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denylsiuren zu erreichende. Zum Unterschied von der durch die 
\denylverbindungen bewirkten Aktivierung ist das Maximum des 
\ldehydschwundes bereits innerhalb der ersten 45 Minuten erreicht, 
lie weitere Abnahme verlauft dann mit wesentlich geringerer Ge- 
schwindigkeit. Siehe Tabelle IV. 

Die enorme Aktivierung des Acetaldehydumsatzes durch die 
Hexosediphosphorséiure legt es nahe, daran zu denken, daB dieser 
durch Hexosediphosphat bedingte Schwund des Acetaldehyds einem 
anderen Mechanismus zuzuschreiben ist als die durch die Adenylsiuren 
bedingte Aktivierung der Aldehydmutation. Es ist naheliegend, daran 
zu denken, daB es der Abbau der Hexosediphosphorséure ist, welcher 
hier in den ProzeB der Aldehydmutation eingreift. DaB derartige 
Extrakte nach Meyerhof nach Dialyse Hexosediphosphat bei ent- 
sprechend gewahliten Verhaltnissen von Fermentlésung zu Substrat 
zu Methylglyoxal abbauen kénnen, haben uns nicht veréffentlichte 
Untersuchungen in Gemeinschaft mit Konrad Miller gezeigt. Man 
kénnte sich nun vorstellen, daB die beim Abbau des Hexosediphosphats 
auftretenden Intermediarprodukte als Wasserstoffdonatoren in dem 
ProzeB der Aldehydreduktion fungieren. Es ware aber auch daran zu 
denken, daB der Acetaldehyd carboligatisch im Sinne von Neuberg 
verschwindet. Fiir die Annahme, daB der Abbau des Hexosediphosphats 
mit diesem Schwund des Acetaldehyds in unseren Fermentlésungen 
gekoppelt ist, spricht einmal schon das Ergebnis des Versuchs vom 
2. Marz 1932 in Tabelle IV, das eindeutig zeigt, dafi der durch Hexose- 
diphosphat allein bewirkte Schwund des Acetaldehyds durch Zusatz 
von Co-Zymase weiter gesteigert wird. Wir haben nun derartige Ver- 
suche auch mit den beiden Adenosintriphosphorsiuren des Muskels 
angestellt und konnten dieses mit Lulerscher Co-Zymase erzielte Er- 
gebnis auch mit den Adenosintriphosphorsdiuren bestatigen. Siehe 
Tabelle V. 

Tabelle V. 


Gesamtvolumen der Ansaitze 10 ccm mit je 4ccm Muskelextrakt. 





Aldehydabnahme in mg 
Aldehyd- 


Datum Zeit 
‘7 zusat7 . + ¢ gy »s g + 60mg »>* Vo 
in Min. oe hm Extrakt + 60mg ng Any ay hag Boag ip le 
; bid allein HDP. Mg ant fd ose dias | 
1932 aus 3-Ag-Salz aus 4-Ag-Salz 
i. Vi 90 6.68 0,99 5,62 6,16 
18. IIL. 90 29.76 0.61 4.93 5.59 
* HDP. = Hexosediphosphorsaure. 


In weiterer Verfolgung dieser Annahme von der Kopplung des 
Hexosediphosphatabbaues mit der Aldehydreduktion haben wir nun, 
um diese Annahme eventuell experimentell stiitzen zu kénnen, eine 
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Reihe von Versuchen unternommen, in denen der EinfluB8 von Glykoge; 
Glucose und verschiedener als Intermediarprodukte des Hexosi 
abbaues in Frage kommender Stoffe auf die Aldehydmutation geprii! 
wurde. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen nachstehend 
Ausziige aus unseren Versuchsprotokollen. 


Tabelle VI. 


Je 4cem Muskelextrakt im Gesamtvolumen von 10 ccm. 





Datum Aldehydabnahm: 


Zusitze nach 90 Min. 
1932 in mg 
8. VW. Extrakt allein .... Hak Frise 0,33 
60 mg hexosediphosphorsaures Magnesium oe 5,12 
29 . Glykogen (0,2 eee ok aay ae Set ee Ve 0,61 
2, ATP. aus 3-Ag- Salz. . . ‘ 1,05 
2, ATP. aus 3-Ag-Salz + 20 mg Me thylely: xal 1,10 
2 , ATP. aus 3-Ag-Salz + 20 mg G lykoge Me ea 5 1,16 
18. III. ok SSR ea ae a 7 0,61 
20 mg Glueose (0.2%) . . > eek 0,94 
20 , Glucose + 2 mg ATP. aus 8- Ag- Salz . aS. a 1,27 
20 , Lithiumlactat . . : a 0,93 
20 , Lithiumlactat + 2 mg + ATP. aus 8- ‘Ag-Salz sue 1,21 
et Pe ne ce eee tS 0,98 
20 , Dioxyaceton + 2mg ATP. aus 3-Ag-Salz . . 1,32 
7. FI. Extrakt allein ... ‘ ea 0,99 
20 mg Glykogen + 2.5 mg AT P. aus 3- Ag-Salz agi 1,10 
20 , Glykogen + 2,2 mg ATP. aus 4-Ag-Salz . . 2,09 
20 , Glycerinaldehyd + 2,2 mg ATP. aus 4-Ag- Salz 2,20 


Die Versuche zeigen eindeutig, dab alle verwendeten Stoffe —- Gly- 
kogen sowohl wie Glucose, Dioxyaceton, Glycerinaldehyd und Milchsdure - 
die Aldehydmutation unserer Extrakte an sich in geringem Ausmape 
aktyviercen, da®B diese Aktivierung ferner durch die einzelnen Adenosin- 
triphosphorsduren wesentlich gesteigert wid. Eine Ausnahme macht 
scheinbar einzig das Methylglyoxal, das allerdings fiir sich allein nicht 
gepruft wurde, das aber auch mit ATP. keinen gréBeren Umsatz ergibt 


als ATP. allein. In Versuchen mit Leberextrakt konnte iibrigens fiir 


Methylglyoxal allein der gleiche Befund erhoben werden. Wahrend 
Hexosediphosphat eine deutliche, allerdings hinter den Muskelextrakten 
zuriickbleibende Aktivierung des Aldehydumsatzes bewirkte (gegeniiber 
dem Leerversuch eine Abnahme des Aldehyds um 2,64 mg), ergab 
Methylglyoval keinerlei Steigerung des Umsatzes. Bei der von Neuberg 
betonten Moéglichkeit des Auftretens von verschiedenen tautomeren 
Formen des Methylglyoxals besagt allerdings dieser Zusatzversuch 
nicht allzuviel. Scheint doch das intermediair entstehende Methyl- 
glyoxal eine ganz andere Reaktionsfaihigkeit zu zeigen als das uns 


praparativ zugingliche Produkt. 
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Der Versuch vom 17. Juni 1932 zeigt weiter sehr schién die Uber- 
legenheit der ATP. aus dem 4-Ag-Salz gegeniiber der aus dem 3-Ag-Salz 
dargestellten Saure. Wahrend die Aktivierung durch die 3-Ag-Saure 
kaum iiber den Kontrollwert hinaufgeht, ergibt sich im Versuch mit 
der 4-Ag-Saure eine Steigerung des Aldehydschwundes um rund 100°). 
Dieses Ergebnis glauben wir in dem Sinne deuten zu miissen, daB durch 
die 4-Ag-Verbindung der Umsatz des Glykogens in dem Extrakt aktiviert 
und dadurch die Kopplung des Prozesses der Kohlenhydratumsetzung 
mit dem Aldehydschwund erméglicht wurde. 


5». Zusammenfassung. 


1. Die Aldehydmutation in Leberextrakten wird durch Co- 
Zymase, nicht aber durch die Adenosintriphosphorsauren des Muskels 
aktiviert. 

2. Umgekehrt ist Co-Zymase bei der Aktivierung co-frementfreier 
bzw. -armer Warmbliitermuskelextrakte wirkungslos, wahrend die 
Adenosintriphosphorséuren eine deutliche Aktivierung zeigen. Dieses 
Ergebnis spricht fiir eine Verschiedenheit des Co-Fermentsystems im 
Muskel und in der Leber. 

3. Hexosediphosphat vermag in co-fermentarmen Muskelextrakten 
das Verschwinden des Acetaldehyds enorm zu steigern. 

4. Auch Glucose, Glykogen, Dioxyaceton und Glycerinaldehyd sowie 
Lactat, nicht aber Methylglyoxal, zeigen eine geringfiigige Aktivierung 
der Aldehydmutation, welche qurch die Adenosintriphosphorsdiuren 


gesteigert wird. 








Untersuchungen zur Frage der Co-Fermentwirkung. 


V. Mitteilung: 


Nachtrag zu unserer Mitteilung: ,,Zur Chemie der Adenosintriphosphorsiuren*. 


Von 
H. K. Barrenscheen und Wilhelm Filz. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie det 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 26. Juli 1932.) 


In unserer Mitteilung ,,Zur Chemie der Adenosintriphosphor- 
siuren*‘! haben wir fiir die aus dem Muskel direkt als Salz mit 3 Ag 
isolierte Adenosintriphosphorsiure sowie fiir die durch Eisessig-Nitrit- 
behandlung aus ihr hervorgehende, als 4-Silberverbindung analysierte 
Adenosintriphosphorsaure auf Grund des physikalisch-chemischen und 
des sonstigen Verhaltens der beiden Verbindungen nachstehende 
Formelbilder angenommen. 


OH 
PO 
OH 
N=C—N< 
% OH 
\p O 
oO 
H OH H OH 
i HC C—N—C—C—C—C.CH,.0.P=—O 
H H OH 
oO 
CH 
N—C—N 


! Diese Zeitschr. 250, 281, 1932. 
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JOH 
P—O 
OH 
| /OH 
| P—O 
| \OH 


H OH OH H OH 
TI. HC C—N—C—C—C—C—CH,.0.P=—O 
H OH 


Fir das der Formel I entsprechende 3-Ag-Salz hatten wir in Uber- 
einstimmung mit Fiske und Subbarow die Summenformel 
C19 H,30)3N; P; Ag; 
angegeben, auf die auch unsere Analysen einwandfrei stimmten. Nach 
der angenommenen Konstitution muBte die Formel sich auflésen lassen 
in Cyp Hy, O;.N;P,Ags, 1 H,O. Das ist nun tatsichlich der Fall. Das im 
Vakuum der Wasserstrahlpumpe bei 100° iiber Phosphorpentoxyd 
getrocknete Ag-Salz gibt im Hochvakuum bei 110° genau 1 Mol Kristall- 
wasser ab. 
| a ee erm Cin mg 
Gewichtsabnahme nach 2 Stunden. ... ... . »222 
Berechnet fiir Cyy)H,0,.N;P;Ag;, 1 H,O: 2,19°, Wasser 
Gefunden : at te 


— 


- .* 


Auch das 4-Ag-Salz gibt bei gleicher Behandlung im Hochvakuum 
iiber Phosphorpentoxyd bei 110° 1 Mol Kristallwasser ab, so daB die von 
uns angegebene Formel C,)H,.0,3N; P3Agy in Cig H,.0)3N;P3Agy, 1 H,O 
richtigzustellen ist. 


0 A ee ee eae lhl 

Gewichtsabnahme nach 2 Stunden. ...... 2,285 
Berechnet fiir C,y)H,.0,;N,;P;Ag,, 1 H,O: 1,93°, Wasser 
Gefunden : 2,21% 


Dadurch miissen auch unsere seinerzeitigen, den Analysen zugrunde- 
gelegten theoretischen Werte eine Korrektur erfahren. Fiir die neue 
Formulierung errechnen sich fiir die Theorie folgende Werte: 


C1oH120,3N;P;Agy. 1 H,O: C 12,6 % 


H 1,48 % 
P 9,77 %, 
N 7,35 %/, 


Ag = 45,29%, 


Unsere seinerzeit publizierten Analysenwerte, fiir C 12,76 und 12,60 
fiir P 9,74 und 9,71°%, stehen so der Theorie wesentlich naher als bei Zu- 


Biochemische Zeitschrift Band 253. 28 
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grundelegung der urspriinglichen Formel. Wiederholungen der Stickstof! 
bestimmung ergaben gleichfalls giinstigere Werte. 
Mikrokjeldahl- Bestimmung. 


Einwage: 2,681 mg. Verbrauch: 
2,972 


1,385 cem n/100 HCl 
‘ * 1554 ,, n/l0OOHCI 
Berechnet fiir Cyy)H y:,0,;N;P;Agy, 1 H,O: 7,35°,, 
Crefunden: 7,24%, 
7,22 Yo 
Zu den von uns ver6ffentlichten Analysendaten tragen wir ferner noch, 
die ausstehenden Ag-Bestimmungen nach. 


3-Ag-Verbindung. 


Einwage: 143,l mg .......... 74.0 mg AgCl 
Berechnet fiir CyyH,,O,.N;P,Ag;, | H2O: 39,09°, 
Gefunden : 38,92 % 


41-Ag-Verbindung. 


Einwage: 2,04mg .......... 0,915 mg Ag 
Berechnet fiir CyyH,20,;N;P;Ag,. 1 H,O: 45,29°,, 
Gefunden : 44,85", 


Geben so die Erginzungen unserer analytischen Daten, speziel! 
der Nachweis des Kristallwassergehaltes im 3-Ag-Salz, eine Bestatigung 
unserer angenommenen Formulierung der beiden Adenosintriphosphor- 
siuren, so sehen wir in dem Ergebnis der pharmakologischen Priifungen, 
welche Herr Dozent Dr. Réssler am Wiener pharmakologischen Institut 
durchgefiihrt und deren Verwertung er uns in liebenswirdiger Weise 
zur Verfiigung gestellt hat, eine auf biologischem Wege gefundene 
Bestaétigung unserer Annahme, da die beiden labilen Phosphorséure- 
gruppen der Adenosintriphosphorsiure mit der Aminogruppe des 
Adenins verkniipft sind. Wir geben im nachstehenden die uns von 


A Tabelle I. 
Herz-Lungenprdparat, Hund, 10 kg Gewicht; Narkose: Morphin 5 mg/kg 
subeutan, Chloralose 0,08 g/kg intravendés. Bestimmung der Coronar- 
durchblutung mittels der Morawitzschen Coronarsinuskaniile. Coronar- 
sinusausfluB fortlaufend graphisch registriert. Bluttemperatur 36 bis 37°; 
Aortendruck unveraindert 100mm Hg. 





ma In die Blutzuleitung zum rechten Herzen Coronarsinusausfius 
Zeit injiziert eem Min. 
16» 27’ 16 
16 30 16 
16 31 | 0,9 mg Adenosintriphosphorsdure 
16 33 | als Na-Salz in physiol. NaCl-Lésung 30 
16 37 28 
16 41 22 
16 42 Leem Lacarnol 
16 43 29 
16 44 29 
16 52 24 
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Tabelle 11. 


Herz-Lungenpraparat, Hund, 9kg Gewicht; Narkose: Morphin 5 mg/kg 

subeutan, Chloralose 0,08 g/kg intravends. Bestimmung der Coronar- 

durchblutung mittels der Worawitzschen Coronarsinuskaniile. Coronar- 

sinusausfluB fortlaufend graphisch registriert. Bluttemperatur 36 bis 37°; 

Aortendruck unveraindert 90mm _ Hg. Adenosintriphosphorsaure und 

Embden-Adenylsiure als Na-Salz in physiologischer NaCl-Lésung. 1 cem 
I mg freie Séure. 





i In die Blutzuleitung zum rechten Herzen Coronarsinusausflul} 
Zeit injiziert ecm) Min 

164 40’ 21 
16 42 21 
16 43 0,5 mg Embden-Adenylsiure 
16 44 21 
16 45 21 
16 47 0,5 mg Adenosintriphosphorsdure 
16 48 25 
16 52 24 
17 03 24 
17 05 Img Embden-Adenylsdure 25 
17 07 24 
17 10 25 
17 11 1 mg Adenosintriphosphorsdure 
17 13 29 
17 15 29 
17 26 ‘ 35 
17 27 2mg #mbden-Adenytsiure 

nur durch etwa 20 Sekunden hindurch 4 
17 28 35 
17 29 35 
17 33 35 
17 34 2 mg Adenosintriphosphorsiure 
17 36 43 
17 40 43 
17 45 43 


Dozent Réssler zur Verfiigung gestellten Ergebnisse aus zwei Versuchen, 
in Tabelle I und II zusammengefaBt, wieder. Zu den Versuchen wurde 
eine Lésung der Adenosintriphosphorsaure aus dem 3-Ag-Salz verwendet, 
die durch Umsetzung des Silbersalzes mit physiologischer Kochsalz- 
lésung erhalten wurde. 


Gegeniiber der Muskeladenylsiure -—- zu den Versuchen wurde 
das uns von Prof. Embden zur Verfiigung gestellte Praparat verwendet 
zeigt nun die Adenosintriphosphorséure, von der wesentlich besseren 
und langer anhaltenden Wirkung abgesehen, einen weiteren charak- 
teristischen Unterschied. Es ist dies der bedeutend langsamere Eintritt 
der GefaBerweiterung, der aus allen in den Tabellen wiedergegebenen 


Versuchen einwandfrei ersichtlich ist. Die Ergebnisse der Embdenschen 


28 * 
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Schule zeigen uns!, daB ,,der Desaminierung der phosphorylierte: 
Adenylsiureverbindungen ... die Freilegung der Adenylséiure unte: 
Abspaltung der locker gebundenen Phosphorsdiure vorausgeht. Di: 
Adenosintriphosphorsaiure und Herznucleotid scheinen dementsprechend 
ihre charakteristische Herzwirksamkeit nach vorheriger Abspaltung de1 
locker anhaftenden Phosphorsaéure zu entfalten.“’ Nach den Befunden 
von Drury und Szent Gydrgy* ist die Wirksamkeit der Adenylverbin 
dungen — auch die Erweiterung der CoronargefaBe — von der Schnellig- 
keit, mit der die Verbindung im Organismus desaminiert werden kann. 
abhingig. FaBt man diese Befunde zusammen, so laBt sich die Uber- 
legenheit der Adenosintriphosphorsiure tiber die Muskeladenylsiure, 
was Intensitat und in erster Linie Dauer der Wirkung betrifft, ebenso 
wie der langsamere Eintritt ihrer Wirkung so erklaren, daB entsprechend 
unserer Formulierung die beiden an der NH,-Gruppe des Adenins 
verankerten Phosphorsiurereste allmahlich abgespalten werden und 
so die herzwirksame Form der Adenylsiure hervorgeht. Dieses all- 
mihliche In-Freiheit-Setzen der NH,-Gruppe bewirkt einmal den 
langsamen Eintritt der Wirkung, ebenso aber auch die anhaltendere 
und stairkere Wirkung. 


' Siehe dazu den Vortrag Embdens auf der Tagung der deutschen 


pharmakologischen Gesellschaft in Wiesbaden, Verhandlungsber. 8. 50. 
2 J. of Physiol. 68, 213, 1930. 
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Technisches zur Lipoidphosphorbestimmung im Blute. 


Von 


A. Karssen und C. R. van Wering. 
(Aus dem histologischen Laboratorium der Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 26. Juli 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei den Untersuchungen iiber den Lipoidphosphorgehalt des Blutes, 
iiber deren Ergebnis bald ausfiihrlich berichtet werden wird, wurde 
die von Marsman' publizierte Abainderung der Whitehornschen® 
Analysenmethode (mit Veraschung nach Bauwmann*) angewandt. Da 
immer zehn bis zwélf Bestimmungen zu gleicher Zeit ausgefiihrt wurden, 
traten Schwierigkeiten. auf: die Farbe der Endlésung war vielfach 
verschieden, und Parallelbestiramungen stimmten nicht iiberein, selbst 
nicht bei den Vergleichslésungen. Differenzen von 10 bis 15°, sind 
nicht selten. Whitehorn* selbst gibt Abweichungen von etwa 10%, an. 

Es kam uns erwiinscht vor, wegen der Wichtigkeit dieser Art 
Bestimmungen und der vielen sich darin widersprechenden Angaben 
in der Literatur, zu versuchen, diese Methode zu verbessern. Die 
Ursachen der Fehler sind zu suchen: 

1. in den unrichtigen Mengen der Reagenzien, 

2. in der ungenauen Abpipettierung und 

3. in dem Erwarmen und Eindampfen. 

Man schreckt namlich auf einem willkiirlichen, fiir die verschiedenen 
Réhren nicht iibereinstimmenden Zeitpunkt die Zeitreaktion der 
Bildung der blauen Phosphormolybdinverbindung ab. Die tibliche 
Eindampfungsweise verursacht Spritzen, da die Erhitzung von unten 
her erfolgt; daher treten Verluste auf. 


1 Marsman, Diss. Amsterdam 1931; Acta Brevia Neerlandica 2, 222, 


1932. 


2 Whitehorn, J. of biol. Chem. 62, 133, 1925. 
3 Baumann, ebenda 59, 667, 1924. 
4 Whitehorn, 1}. ce. 











425 A. Karssen u. (C. R. van Wering: 


Wir haben die fiir die Reproduzierbarkeit optimalen Mengen de: 
teagenzien bestimmt. Es stellte sich heraus, daB die Menge des Sulfit: 
nicht geniigt, um eine grobe Genauigkeit zu erreichen. 

Wir benutzen jetzt 6 ccm einer 20 °,igen Lésung von kristallisiertem 
Natriumsulfit statt der angegebenen Menge von 2 cem einer 20 °igen 
Losung von wasserfreiem Natriumsulfit, also etwa die 1! »mal so grol« 
Menge. Die blaue Farbe haingt stark vom py ab und wird bei héherem 
pu tiefer und konstanter. 

Da auch fiir andere Colorimetriermethoden unsere Arbeitsweise 
niitzlich sein kann (die Colorimetriermethoden stehen ja im allgemeinen 
nicht in einem guten Rufe), wollen wir hier etwas naher auf die Apparate 
eingehen, mittels derer wir die Schwierigkeiten der letzten zwei Punkte 
iiberwinden konnten. 

Das Abmessen der Fliissigkeiten geschah mit speziellen auto- 
matischen Pipetten mit derselben Genauigkeit wie mit den iiblichen 
Vollpipetten. Diese Pipetten waren mittels eines Hebers mit der Vorrats- 
flasche verbunden (siehe Abb. 1). Ein ahnliches Modell (nur die Kapillare 

mit Strich zwischen Hahn und Pipetten- 
kérper fehlt) ist schon in Arendt-Doer- 
mer! angegeben. 


TAA 
































Abb. 1. 


Das Trocknen, Eindampfen und Erhitzen geschah in dem schematisch 
angebenen Wasserbad mit Oberhitze (Abb.2). Zu diesem Zwecke 
waren die Metallréhren etwa 2cm durch den Boden des Wasserbads 
hindurchgefiihrt zum Kiihlen. Oben sind Réhren zum Abfiihren des 
Wasserdampfes vorgesehen (nicht in der Abbildung angegeben).  Fiir 
eine derartige Einrichtung fiir 12 Réhren geniigt ein Heizkérper von 
etwa 600 Watt. Das Eindampfen und Trocknen geschieht schnell und 
ohne Spritzen. 


' Arendt-Doermer, Technik der anorganischen Experimentalchemie, 
4. Aufl., 1910, 8. 295. 
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Bei unseren Bestimmungen erreichten wir eine Reproduzierbarkeit 
5 
von weniger als 1%. 
Die Analyse gestaltet sich folgendermaBen. 


In einen 50-cem-MeBkolben mit etwa 40cem eines Alkohol-Ather- 
gemisches (3:1) wird tropfenweise unter bestandigem Umschwenken 
2.5cem Blut gebracht (AB usw.). Dann wird in einem Wasserbad bis 
zum Kochen erhitzt, abgekiihlt, bis zur Marke aufgefiillt und abfiltriert. 
Zwei Portionen von je 10 cem werden aus jedem Filtrat in weite Jenaer 
Reagensgliser abpipettiert (4,4, 8, usw.) und in unserem Wasserbad 
trockengedampft. Dann werden nach Abkiihlung zwei Glasperlen, 1 cem kon- 
zentrierte Schwefelsiure und 3ccm Wasserstoffsuperoxyd (phosphorfrei, 
30°. ig.) zugefiigt, einige Zeit im Wasserbad erwarmt und schlieBlich iiber 
einem Mikrobrenner erhitzt, bis zum Entweichen von schweren Schwefel- 
siuredimpfen. Als Vergleichslésung wurde benutzt 5 ccm Phosphatlésung 
(4,386 g getrocknetes primares Kaliumphosphat Merck, mit 20 ccm kon- 
zentrierter Schwefelsiure verdiinnt auf | Liter, dann wurde 100fach ver- 
diinnt. lcem Lésung enthalt also 0,01mg P, lecm konzentrierte Schwefel- 
siure und 4ccm_ destilliertes Wasser. Mit den beschriebenen auto- 
matischen Pipetten werden jetzt zugefiigt 2 ccm Molybdanreagens (50 g 
Ammoniummolybdat Merck, 950cem 2n Schwefelsiure) 6 cem = Sulfit- 
lésung (20 g Natrium sulfurosum cryst. Merck, 80 cem destilliertes Wasser ) 
und 1 cem Hydrochinonlésung (1 g Hydrochinon Merck, mit 2 bis 4 Tropfen 
konzentrierter Schwefelsiure bis 100 cem in destilliertem Wasser gelést). 
Die Réhren werden nun 30 Minuten im Wasserbad erhitzt und nach Ab- 
kiihlung an der Luft der Inhalt quantitatiy in ein kalibriertes Reagensrohr 
iibergefiihrt und auf 20 cem aufgefiillt. Es wird im Dunkeln colorimetriert. 
In das linke Colorimetergefa8 wurde eine der Vergleichslésungen gepracht. 
Die Schichtdicke wurde auf eine bestimmte Gr6éBe festgesetzt. Der Reihe 
nach werden in das rechte GefaiB nun alle Lésungen gebracht. Fiir jede 
Lésung wurden fiinf Ablesungen gemacht, abwechselnd ausgehend von 
dunklerer und hellerer Farbe. 


Beispiele. 


a) Vergleich der Standardlésungen. 





Schichtdicke in mm 


Ablesungen Mittel 


Links: S, 25 
Rechts: S, 25,0 | 251 | 251 | 250 | 251 25,06 
S. 250 | 251 250 | 251 251 25,06 
St... 251 | 250 | 250 | 251 251 25,06 
S** .. 21 | 250 | 251 | 251 25,1 25,08 


* Phosphorlésung erst trocken gedampft. 
** Dasselbe, und erhitzt mit Schwefelsiure und Perhydrol. 


b) Phosphorlipoid parallelbestimmungen. 


1. Sechs Parallelbestimmungen am selben Blute wurden ausgefiihrt 
mit folgendem Resultat: 
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Schichtdicke in mm 


Ablesungen Mittel 


Links: 8, 25 

Rechts: S, 25,2 | 25,2 | 25,8 | 25,3 | 258 | 25,261 o., 
S, ...| 253 | 252 | 258 | 253 | 252 || 2596 ( <6 
A, ...|| 28,0 | 229 | 280 | 280 | 280 || 22.98 ) ooo, 
A, ...| 23,0 | 229 | 229 | 280 | 229 || 2094 { 74% 
By... | 229 | 280 | 2830 | 280 | 229 | 22.96 | 95 
B, ...| 230 | 231 230 | 231 | 280 || 2802 | 72% 
C; .../ 229 | 229 | 280 | 280 | 229 | 2294) oo 4, 
C, .../ 219 | 219 | 218 | 219 | 218 | 21.96%) < 


D, ...| 280 | 229 23,0 | 23,0 | 23,0 | 22,98 | o5o¢ 
D,...| 229 | 229 23,0 23,0 22.9 | 2294 | “0 


E, ...)/ 23,0 | 229 229 | 28,0 | 22,9 | 22,94 | oo 92 
E, ...| 229 | 229 | 230 | 229 | 229 || 2292 | “* 
F, . . «| 280 | 22,9 | 280 | 229 | 23.0 || 22.96 | o0 o¢ 
F, ...|| 280 | 280 | 280 | 229 | 229 | 2296 | “9 


* Grohe Abweichung, fallt fort. 








2. Sieben Parallelbestimmungen an anderem Blute. 
Schichtdicke in mm 
Ablesungen Mittel 

Links: 8, . . .| 25 

Rechts: 8S, .. .|} 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,00) ox 00 
Ss ...|| 25,0 | 250 25,0 25,0 25,0 25,00) “ 
A, ...9 Bl 24,0 24,1 24,0 24,1 24,06) 24.04 
Ag ...|| 24,0 24,0 24,1 24,0 24,0 24,02) “" 
B, ...|} 24,0 24,0 24,0 24,0 24,0 24,00) 24.00 
BRB. . . .f 260 24,0 24,0 24,0 24,0 24,00{ “* 
se so: oe 24,1 24,0 24,0 24,1 24,04) 24.06 
i. + onl ee 24,1 24,1 24,0 24,1 24,08) ~"* 
D, ...{|| 24,0 24,0 24,0 24,0 24,0 24,00) 24.08 
Do, ...{| 24,0 24,1 24,1 24,0 24.1 24,06) “" 
E,; ...] 24,1 24,1 24,0 24,0 24,1 24,06 94.07 
m ...k oo 24,1 24,0 24,1 24,1 24,08) “*"! 
F, ...| 24,0 24,0 24,0 24,0 24,0 24,00) 24.02 
Po... See 24,0 24,0 24,1 24,0 24,04) ~" 
G, ...]} 24,0 24,0 24,0 24,0 24,0 24,00) 24.02 
Ge.s.: of 20 24,0 24,1 24,0 24,1 24,04) “"™ 





Die Reproduzierbarkeit der Messungen ist also genau auf weniger 


0/ 
als 1%. 


Wir danken Prof. Heringa fiir seine Anregung und férderndes Interesse. 


Zusammenfassung. 


Es wird angegeben, wie eine Reproduzierbarkeit der Phosphorlipoid- 
bestimmungen nach dem Baumann-Whitehornschen Verfahren mit 


Fehlern von weniger als 1 % zu erreichen ist. 
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Uber energetische Wechselbeziehungen 
zwischen dem Umsatz der Phosphorsiureester im Muskelextrakt. 


Von 


0. Meyerhof und K. Lohmann. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi- 
nische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1932.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


DaB energetische Wechselbeziehungen zwischen dem Umsatz der 
verschiedenen Phosphorsiureester des Muskels bestehen, war von 
vornherein naheliegend. Drei solcher Phosphorsiureverbindungen sind 
im Laufe des letzten Dezenniums bekannt geworden: die erste, die 
Hexosemonophosphorsaure, die von Embden im Muskel aufgefunden 
und als Intermediarverbindung des Kohlenhydratumsatzes angesprochen 
wurde, die zweite, das Phosphagen (Kreatinphosphorsaure), das von 
Eggleton und Eggleton in London entdeckt und von Fiske und Subbarow 
als Verbindung von Kreatin und Phosphorsiure erkannt wurde, und 
als dritte die von K. Lohmann im Muskel gefundene Adenylpyro- 
phosphorsaure (Adenosintriphosphorsaure). 

Nachdem bald nach der Entdeckung der Kreatinphosphorsiure 
von uns gezeigt worden war, dab ihre hydrolytische Spaltung mit einer 
betrichtlichen Warmeténung verbunden ist (etwa 12000 cal pro mol. 
Spaltung) und weiterhin von Lundsgaard, daB im _ jodessigsiure- 
vergifteten Muskel die anaerobe Arbeitsleistung zur Hauptsache aus 
dieser Spaltungsenergie stammen mute, war eine energetische Ver- 
kniipfung von Milchséurebildung und Kreatinphosphorsiureumsatz 
nahegelegt. In der Tat zeigte sich, daB die von Embden zuerst beob- 
achtete anaerobe Nachbildung der Milchséure zeitlich mit der von uns 
beschriebenen anaeroben Resynthese der Kreatinphosphorsiure im 
normalen Muskel zusammenfallt und daB die Uberlagerung beider 
Vorginge eine quantitative Erklarung fiir die von Hartree und Hill 
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entdeckte anaerobe Restitutionswirme abgibt. DaB indes hiermi 
die Energetik der Phosphagensynthese noch nicht restlos geklart was 
ergab ein Studium der Vorginge im Muskelextrakt. Auch in diesen 
findet eine anaerobe Synthese des Phosphagens statt, wie im Embden 
schen Laboratorium von Lehnartz bei Zusatz von Adenylsiure und 
gleichzeitig von uns durch Alkalisierung eines Muskelextrakts mittel» 
Soda gezeigt werden konnte. Wir beobachteten dabei, und ahnlich, 
auch Lehnartz, daB die Milchsaurebildung in manchen Fallen fiir dix 
beobachtete Synthese zu gering war, so daB, wenn keine anderen 
exothermen Vorgange sich abspielen wiirden, eine negative Warme- 
tonung hatte auftreten miissen. Eine solche negative Warme fehlte 
jedoch. Obendrein war es von vornherein unwahrscheinlich, daB die 
freie Energie dieser Reaktion von der Warmeténung so verschieden 
sein sollte, um freiwillig in endothermer Richtung abzulaufen. Es 
muBte dann also noch eine andere exotherme Reaktion die Energie 
fiir diese unfreiwillige Synthese liefern. 

Nachdem die Adenylpyrophosphorsaure als organischer Bestandteil 
des Co-Fermentsystems der Milchsaiurebildung erkannt und festgestellt 
war, da sie im Extrakt aus den Spaltstiicken Adenylsiure und Phosphor- 
siure synthetisiert werden konnte, erhob sich die Frage, ob diese Vor- 
gainge eine energetische Rolle spielen und eine Verkniipfung zwischen 
dem Umsatz des Kohlenhydrats bzw. der Hexosephosphorsiure und 
der Kreatinphosphorsaure herstellen kénnen. Uber die einschlagigen 
Versuche, die im Laufe der letzten 3 Jahre ausgefiihrt wurden, ist schon 
gelegentlich kurz berichtet worden!. Es soll nunmehr im Zusammen- 
hang geschehen. 

Dabei sehen wir jedoch von der Wiedergabe aller in dieser Richtung 
ausgefiihrten Versuche ab. Ist die Milchsiurebildung eines Muskel- 
extrakts so groB, daB sie (in Molen) in jedem Zeitintervall die gleich- 
zeitigen endothermen Synthesen ums Mehrfache iibertrifft, so ist ein 
soleher Versuch vom energetischen Standpunkt aus uninteressant; 
dasselbe gilt fiir den Fall, wo aus irgendeinem Grunde die Synthesen 
iiberhaupt ausbleiben. Beides ereignet sich manchmal unvorher- 
gesehen, weil die enzymatische Wirksamkeit und der praformierte 
Kohlenhydratgehalt der Muskelextrakte auch bei scheinbar gleicher 
Herstellung ziemlich stark schwanken. Im folgenden beriicksichtigen 
wir nur solche Versuche, bzw. Teilresultate derselben, wo die beob- 
achteten Synthesen in derselben GréBenordnung liegen wie die gleich- 
zeitigen Spaltungsvorginge oder wo das Eintreten der Synthesen durch 
die Versuchsanordnung beherrscht werden konnte. Von besonderem 


1 O. Meyerhof, Naturwiss. 17, 283, 1929; 19, 923, 1931; O. Meyerhof u. 
K. Lohmann, ebenda 20, 387, 1932. 
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interesse sind dabei die Falle, wo die Synthesen relativ sehr groB im 
Verhaltnis zu den Spaltungsvorgingen sind. Diese extremen Faille 
werden vollstandig wiedergegeben. 


Wiarmeversuche, 
Methode. 


Die Warmemessungen mit Muskelextrakten wurden in der zuletzt in 
der Arbeit von O. Meyerho/, E. Lundsqaard und H. Blaschko' beschriebenen 
kalorimetrischen Anordnung im thermokonstanten Raum vorgenommen. 
Der Thermostat konnte mittels Verstarkerschaltung tiber viele Stunden 
auf ©,001° konstant gehalten werden. Die kalten Létstellen des zur Messung 
dienenden Thermoelements hingen frei im Thermostaten, die warmen in 
dem Dewar-GetaB, das den Muskelextrakt enthielt. Es wurden in den 
neueren Versuchen meistens enghalsige, 50 cem fassende Dewar-Kolben 
mit einem stiindlichen Abkiihlungskoeffizienten von 4°, benutzt, in den 
ailteren weiterhalsige GefaBe von 70 bis 80cem und 6,5°, Abkiihlungs- 
koeffizienten. In den Dewar-GefaBen befanden sich, je nach dem besonderen 
Versuchszweck, ein oder zwei nach oben umgebogene, mit Hahnfett ver- 
schlossene Pipetten von 2 bis 3 cem, deren Inhalt nach Temperaturausgleich 
mittels einer Stickstoffbombe in den Extrakt geblasen wurde; auBberdem 
ein diinner, bis auf den Boden reichender Gummischlauch, der durch den 
VerschluB und den Watteaufsatz des GefaBes nach auBen gefiihrt war. 
Aus diesem konnten von Zeit zu Zeit mittels einer eingesetzten Pipette 
1 bis 2cem des Extraktes entnommen werden, ohne dai eine St6érung der 
Warmemessung eintrat. Auf diese Weise wurde der chemische Umsatz 
in verschiedenen Versuchsperioden mit dem Warmeverlauf verglichen. 
Die thermoelektrische Messung geschah mittels eines ompensations- 
apparates von Diesselhorst; in den alteren, hier ebenfalls wiedergegebenen 
Messungen aus dem Jahre 1929 wurde die friihere Anordnung benutzt, 
die in der Arbeit von O. Meyerhof, Me Cullagh und W. Schulz* beschrieben ist. 

Die chemische Verarbeitung auf anorganisches Phosphat, Pyrophosphat, 
Phosphagen, Ammoniak und Milchséure geschah nach den in unserem 
Laboratorium iiblichen Methoden; die Milchsaiurebildung wurde aus- 
schlieBlich chemisch gemessen, weil die manometrische Messung infolge 
der Nebenreaktionen hier unzuverlassig ist. 


I. Umsatzwarme der Kreatinphosphorsaure im Muskelextrakt. 

Nachdem sich in friiheren Arbeiten ergeben hatte, daB je nach 
den Versuchsbedingungen im Enzymextrakt Kreatinphosphorsaure 
entweder gespalten oder synthetisiert werden konnte, war die Frage, 
ob sich die auf Grund der hydrolytischen Spaltungswarme zu_ er- 
wartende Warme hierbei messen lieBe. Reine Praparate der Kreatin- 
phosphorsiure hatten bei der Saurespaltung eine Warme von 11000 
bis 12000 cal pro Mol ergeben*. Es wurde deshalb im kalorimetrischen 
Versuch Kreatinphosphorsiure durch Zusatz von Soda und Starke 


1 Diese Zeitschr. 236, 326, 1931. 
2 Pfliigers Arch. 224, 230, 1930. 
3 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 49, 1928. 
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synthetisiert, die gleichzeitig entstandene Milchsiure bestimmt und d 

Wiarme gemessen. Wiirden keine weiteren Reaktionen ablaufen, s: 
sollte, nach Abzug des Warmeaquivalents der Milchséurebildung, di 
negative Warme der Kreatinphosphorsduresynthese iibrig  bleibe: 

Dabei ist die Milchsiurebildung in den stark alkalischen Froschmuske| 
extrakten meistens so klein, daB sie energetisch der Phosphagen 
synthese kaum aquivalent ist. Trotzdem traten wihrend des Umsatzc~ 
in jedem Falle deutliche positive Warmen auf. Allerdings kommt es 
beim Einblasen der Natriumcarbonatlésung in den Enzymextrakt 
momentan zu einer Abkiihlung. Dies folgt aus der Reaktionsgleichung 


Na; CO, + “(HP) = Na*P + Na* H'CO, (P°: Proteinanion), 


die auf Grund der Reaktionswirmen von NaOH mit NaHCO, 
(+ 9400 cal pro Aquivalent) und von NaOH mit Proteinanion 
(+. 1500 cal pro Aquivalent) eine negative Warmeténung von — 8000 cal 
pro Aquivalent besitzen muB. Von dieser negativen Warme tritt im 
Muskelextrakt nur ein kleiner Teil, entsprechend dem Verhaltnis der 
Pufferkapazitat des Proteins zu den iibrigen Puffersubstanzen, in 
Erscheinung. Beim Einblasen von 2 ccm 0,6 mol. Na,CO, in 60 bis 70 cem 
inaktiven Muskelextrakt ergeben sich etwa —-1,5 bis —2cal. Infolge 
dieser negativen Warme wurde die Hauptperiode im allgemeinen erst 
unmittelbar nach Zusatz der Sodalésung zu rechnen begonnen, wahrend 
die Probe fiir den Anfangswert unmittelbar vor dem Einblasen der 
Starke- und Sodalésung entnommen wurde. 


In der Tabelle I sind sechs derartige Versuche wiedergegeben. In den 
letzten Spalten ist die tatsichlich gefundene Warme mit der berechneten 
verglichen. Dabei ist die Spaltungswarme des Phosphagens zu 120 cal 
pro 1g H,PO, gesetzt und die Spaltungswarme der Starke zu Milch- 
siure im Muskelextrakt zu 204 cal*. Mehrmals wurde der Umsatz 
in mehreren, aufeinanderfolgenden Zeitabschnitten getrennt bestimmt. 
In Versuch 6 wurde Starke ohne Soda zugegeben (das py am Schlub 
war 6,3, wihrend es in den Hauptversuchen 8 bis 9 betrug). Die 
Phosphagensynthese blieb infolgedessen aus. Auch in diesem Falle 
waren in der Hauptperiode nahezu 2 cal mehr gebildet, als durch die 
Milchséiurebildung gedeckt war. Das war auch in der Mehrzahl der 
iibrigen Versuche der Fall. Allerdings war dort, wo die Milch- 
siurebildung gering war, die Warmebildung auch sehr klein, aber doch 
stets positiv. Die negative Warme der Phosphagensynthese trat schein- 
bar nicht oder nur sehr unvollstandig auf. Die Genauigkeit der Versuche 
ist immerhin ausreichend, um Unterschiede von gegen 1 cal mit Sicher- 
heit festzustellen. 


* O. Meyerhof u. J. Suranyi, diese Zeitschr. 191, 106, 1927. 
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Es erhob sich daher die Frage, ob entweder die Phosphagensynthe 
nur scheinbar war und das gebildete Produkt nicht die Spaltungswarm 
der isolierten Verbindung hatte oder ob eine exotherme Reaktion stat 
fand, die die unbekannte Warme lieferte. Die erstere Méglichkeit lic) 
sich dadurch ausschlieBen, daB das unter Zusatz von Soda und Stark: 
im Enzymextrakt synthetisierte ,,leicht spaltbare Phosphat* naci, 
EnteiweiBung mit Trichloressigsiure ohne weitere Isolierung in einen, 
Kalorimeter aufgespalten wurde. Es ergab sich hierbei eine Spaltungs 
wirme, die genau gleich war der friher gefundenen Spaltungswarm« 
gereinigter Kreatinphosphorsdiure bei saurer Reaktion. ¢ 

Um die Spaltung auf einen bestimmten Zeitabschnitt zu be 
schrinken, wurde in einigen Fallen nach Temperaturausgleich Natrium.- 
molybdat in den verdiinnten Trichloressigsiureextrakt aus der im 
Kalorimeter befindlichen Pipette eingeblasen. Dies erhéht, wie friiher 
gezeigt, die Spaltungsgeschwindigkeit etwa l5fach. Versuch 1 der 
Tabelle II betrifft die Spaltung priformierten Phosphagens im Muskel- 
extrakt, Versuch 2 und 3 diejenige frisch synthetisierten. In diesem 
Falle wird durch Zugabe von Starke und Soda bei py 8,8 eine Synthese 
bewirkt, !/, Stunde spater wird der Muskelextrakt enteiweiBt und das 
Trichloressigsdurefiltrat fiir die Messung verwandt. 


Il. Spaltungswarme der Adenylpyrophosphorsaure. 

Auf Grund der vorausgehenden Versuche ergab sich die Not- 
wendigkeit, nach einem anderen energieliefernden ProzeB im Muskel- 
extrakt zu suchen, der gleichzeitig mit der Phosphagensynthese ablief 
und diese Synthese nach dem Schema einer gekoppelten chemischen 
Reaktion erméglichen konnte. Ein solcher hier in Betracht kommender 
Vorgang wurde in der Spaltung der Adenylpyrophosphorsaure in ihre 
Bestandteile Ammoniak, Inosinsiure und Phosphorséure aufgefunden. 

Fiir die Versuche diente das von Lohmann dargestellte Bariumsalz!. 
Durch Lésen in Salzsiure, Umsatz mit Natriumsulfat und Neutrali- 
sieren wurde eine konzentrierte Lésung des Natriumsalzes hergestellt, 
von der in der Regel 2 bis 3 ccm in die Pipette des KalorimetergefaBes 
eingefillt wurden. Um Nebenreaktionen und Irrtiimer durch Auf- 
spaltung von praformiertem Pyrophosphat und Ester méglichst zu 
vermeiden, wurde der Extrakt zunachst durch zweistiindige Inkubation 
bei 20° inaktiviert, wonach die spontane Milchsaéurebildung abgelaufen 
und das praiformierte Adenylpyrophosphat zerfallen war. Es kommt 
dann auch nach Zusatz von Pyrophosphat, falls kein Kohlenhydrat 
zugegeben wird, nur noch zu einer minimalen Milchsaurebildung, weil 
das priformierte Glykogen inzwischen zu glykolytisch unwirksamem 


1 Diese Zeitschr. 233, 466, 1931. 
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reduzierenden Zucker hydrolysiert ist. Die auftretende Warme kan: 
dann auf die Spaltung des Adenylpyrophosphats bezogen werden, di: 
gleichzeitig chemisch bestimmt wird. In den Versuchen der Tabelle IT] 
ergeben sich durchschnittlich 166 cal pro 1g H,PO, oder 32600 ca! 


pro Mol Adenylpyrophosphorsaure. Gleichzeitig mit der Hydrolyse 


des Pyrophosphats wird nahezu die aquivalente Ammoniakmenge ab- 
gespalten (in alten und lange inaktivierten Extrakten kann Adeny!l- 
siure iibrig bleiben). In Versuch 5 wurde in verschiedenen Perioden 
Pyrophosphat und Ammoniak bestimmt. Da 14 y NH,-N aquivalent 
sind 142 y P,O;, so sollte die jeweils abgespaltene Ammoniakmenge 
ein Zehntel derjenigen von Pyro-P,O, betragen. 


Erhalten wurde pro 1 cem Extrakt: 





y Ammoniak y Pyro-P, 05 
a) Oe eg ee LN 15 131 
MNT ee akg ct red oe a ig 19,1 215 
4 Stunden (SchluB8 des Wirmeversuchs). .. . . 23,3 277 
ORE haa eee a ek Beds Boxe, a OS 27,8 312 


Um festzustellen, welche Anteile der Warme auf die Ammoniak- 
und welche auf die Pyrophosphatspaltung kommen, wurden einige 
kalorimetrische Versuche iiber die Spaltung der Adenylsiure und 
Inosinpyrophosphorsiure ausgefiihrt. Die Summe soll der Spaltungs- 
warme der Adenylpyrophosphorsaure enisprechen, wenn hier Ammoniak 
und Pyrophosphat in aquivalenten Mengen abgespalten werden. 

Aus den Versuchen der Tabelle [V sieht man, daB dies genau der 
Fall ist. Die Spaltung der Adenylsiure wurde im Versuch | mit KCl- 
Extrakt von Kaninchen, der 2 Stunden bei 37° inaktiviert war und 
keine Milchséure mehr bilden kann, vorgenommen. Die Ammoniak- 
abspaltung verlauft dann noch sehr rasch und ist praktisch in 2 Minuten 
beendet. Versuch 2 wurde mit einem eiweiBarmen Bicarbonatextrakt 
des ammoniakabspaltenden Ferments ausgefiihrt, der nach der Vor- 
schrift von Schmidt! hergestellt und mit Essigsiure und Phosphat auf 
pu 6 neutralisiert war. In diesem Extrakt gehen keine weiteren Umsitze 
vor sich, so daB die Temperaturkonstanz hier noch rascher erreicht 
wird. Andererseits ist der Gehalt an desaminierendem Ferment kleiner, 
der Umsatz ist erst in 15 Minuten beendet. Daf die Warmebildung 
pro Mol] etwas hoéher ist, kénnte daran liegen, daB wegen des geringen 
Eiweibgehaltes das Ammoniak in gréBerem Umfange mit Phosphat 
reagiert als im anderen Falle. 

Die Reaktion NH,aq. + KH,PO,aq. —> NH,. KHPO,aq. muBb 
etwa die gleiche Warmeténung haben wie die von Berthelot und Luginin 


 Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 243, 1928. 
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studierte Reaktion N H, aq. + NH,.H,PO,aq. —> (NH,),HPO, aq.*, 
namlich etwa 12 keal pro Mol, waihrend die Reaktion 


NH, [HP] —N H; Pi, (P Protein) 


aq 


auf der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes nur etwa 1,5 kcal 
liefert. Beide Male reagiert natiirlich nur ein Teil des gebildeten 
Ammoniaks mit Phosphat oder Protein, ein anderer Teil mit sonstigen 
Puffersubstanzen. Dagegen findet eine Reaktionsverschiebung durch 
die Bildung der Inosinséiure aus Adenylsiure nur bei einem py<— 5 
statt!, und braucht daher nicht in Riicksicht gezogen zu werden. 


Ohne daB es erforderlich ist, die Warme der Reaktion: Adenylsiure 
aq. —> NH,OH aq. + Inosinsiure aq. frei von Neutralisationsvorgingen 
zu berechnen, folgt jedenfalls, da8 die Summe der Wirmen von 
Ammoniakabspaltung und Pyrophosphatspaltung im Muskelextrakt 
gleich ist der Warme bei simultaner Abspaltung beider Gruppen aus 
Adenylpyrophosphorsiure, naimlich 8000 cal fiir Ammoniak und 
25000 cal fiir Pyrophosphat, zusammen 33000 cal, wahrend direkt 
32600 cal gemessen sind. 


Nachdem so fiir die Spaltung der Adenylpyrophosphorsiure etwa 
170 cal pro Gramm H,PO, gefunden waren, wurde in zwei weiteren 
Versuchen eine Bilanz der Warme und des chemischen Umsatzes nach 
Zusatz von Adenylpyrophosphat und Soda aufgenommen, wodurch 
gleichzeitig Pyrophosphatspaltung und Phosphagensynthese bewirkt 
wird nebst geringer Milchséurebildung. In einem KontrollgefiB wurde 
eine Messung mit dem gleichen Extrakt angestellt, zu dem nur Soda 
zugesetzt wurde, so daB Pyrophosphatzerfall und Phosphagensynthese 
ausblieben. Das Resultat dieser Versuche mit verschiedenen Versuchs- 
perioden ist in Tabelle V wiedergegeben. Eine Ubereinstimmung der 
Warme- und chemischen Bilanz in den einzelnen Perioden ist allerdings 
nicht feststellbar, und im ganzen ergibt der Vergleich der gemessenen 
und berechneten Gesamtwarme, da erstere nicht unbetrichtlich gréBer 
ist. Nun findet man aber auch in dem Kontrollgefi8B noch immer eine 
Warmebildung nach Sodazusatz, die weder auf den Umsatz von 
Phosphorsaureestern noch auf Milchsiurebildung zuriickzuftihren ist. 
Bringt man diese in Abzug (nur in Periode IV von Versuch | ergab sich 
eine UnregelmaBigkeit im KontrollgefaB, so daB hier die Korrektur 
nicht berechnet werden konnte), so wird die Ubereinstimmung zwischen 
gemessener und chemisch berechneter Wairme im _ Versuchsansatz 
einigermaBen befriedigend (letzte Spalte Tabelle V, B). Wenn danach 


* Landolt- Bornstein, 5. Aufl., S. 1512. 


1 H. Wassermeyer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 240, 1928. 
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ilso auch noch nicht alle fiir die Warmebilanz des Enzymextraktes in 
Betracht kommenden Reaktionen gefunden sind, so miissen doch jeden- 


im wesentlichen erfaBt worden sein. 


falls die durch Zusatz des Adenylpyrophosphats ausgelisten Prozesse 


111. Spaltung von Adenylpyrophosphat und Phosphagensynthese. 


Die thermochemische Tatsache, daB mit der Spaltung des Adenyl- 


pyrophosphats eine neue exotherme Reaktion im Muskelextrakt auf- 


gefunden ist, besagt natiirlich nichts dariiber, ob diese Reaktion mit 
einer endothermen Synthese chemisch gekoppelt ist und ob die freie 


0,008 
0.029 


Energie des Spaltungsvorganges zur Erzwingung von unfreiwilligen 
Synthesen dient. Dab fiir den Temperatur- und Konzentrationsbereich 


der im Organismus stattfindenden stark exothermen organischen 


Reaktionen im allgemeinen das Berthelotsche Prinzip als giiltig voraus- 


gesetzt werden kann und die Warmeténung der freien Energieinderung 


0,010 
0,013 
0,054 


gehoben! und darf auch fiir unseren Fall angenommen werden. 


mindestens angenahert gleichgesetzt werden darf, ist wiederholt hervor- 


In der Tat 1aBt sich wahrscheinlich machen, daB der Umsatz des 


Adenylpyrophosphats energetisch zwischen die Milchsiurebildung und 


awh 
$35 die Phosphagensynthese eingeschaltet ist und daB die letztere unmittel- 
Soc bar auf Grund der Spaltungsenergie des Adenylpyrophosphats erfolgen 
7 kann. Im allgemeinen iibertrifft die Spaltung des Zuckers in Mol und 
damit auch in cal die Phosphagensynthese ums Mehrfache. DaB in 
in diesem Falle letzten Endes die Kohlenhydratspaltung die Energie 
S tiir die '/, bis 1 Stunde fortschireitende Synthese des Phosphagens 
i. liefert, zeigt der Vergleich der Synthesen im selben Enzym- 
. extrakt mit und ohne Zusatz von Glykogen. Nun kann aber, wie im 
nichsten Kapitel naher erértert wird, bei gleichzeitiger Milchsiure- 
ais = bildung das Adenylpyrophosphat aus Adenylsiure und Phosphat 
=== | synthetisiert werden. Wenn unmittelbar die Spaltungsenergie | des 
|+ Adenylpyrophosphats fiir die Synthese des Phosphagens nutzbar 
gemacht wird, so ist zu fordern, daB bei Zusatz des Pyrophosphats 
aa zu einem kohlenhydratfreien Extrakt eine beschrinkte Synthese des 
SS Phosphagens stattfinden kann, daB diese nach Aufspaltung des Adenyl- 
See pyrophosphats zum Stillstand kommt, wahrend im gleichen Extrakt 
es bei Zusatz von Adenylpyrophosphat und Kohlenhydrat die Synthese 


II 
Ill 
T\ 


Prozesse in den entsprechend vorbereiteten Muskelextrakten. 





1 O. Meyerhof, Handb. d. Physik 11, 238; Naturwiss. 19, 923, 


2G * 


weiter fortschreitet. Ferner ist zu erwarten, daB im letzteren Falle 
wegen der immer erneuten Resynthese des Pyrophosphats dessen 
Konzentration weniger absinkt als bei Abwesenheit von Kohlenhydrat. 
In der Tat ist dies der im allgemeinen zu beobachtende Verlauf der 


1931. 





seein 
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Es ergeben sich erklarlicherweise hiufig Abweichungen derart, da‘ 
die Synthesen auch dann ausbleiben, wenn sie aus energetischen Griinde 
moéglich sein wiirden. Sie haingen, abgesehen vom py, von dd 
Integritét des ganzen Enzymsystems ab. In einzelnen Fallen reic! 
aber auch die Summe der Spaltungswirmen von Adenylpyrophospha 
und Kohlenhydrat nicht voll aus, insbesondere bei an sich kleinen Um 
sitzen. Doch ist dies — jedenfalls nach Zusatz von Adenylpyrophosphat 

nie in solehem Umfange der Fall, um nicht durch mégliche Un 
genauigkeiten der chemischen oder thermischen Messungen sowie 
etwaige Differenzen der freien und gesamten Energie der in Fre 
kommenden Reaktionen erklarbar zu sein. Auf der anderen Seite kann 
die Méglichkeit nicht geradezu ausgeschlossen werden, daB das fiir di: 
unfreiwillige Synthese benétigte energieliefernde System noch unvoll 
standig erkannt ist. 

Fiir die Versuche wurde Extrakt teils aus Froschmuskeln, teils 
aus Kaninchenmuskeln verwandt. Er wurde entweder mit unter. 
kiihlter KCl-Lésung oder destilliertem Wasser angesetzt. In Tabelle V1 
sind drei Versuche mit verschiedenen Ansitzen von Froschmuskel 
extrakt, in Tabelle VII vier ahnliche mit Kaninchenmuskelextrakt 
wiedergegeben. In den letzten Spalten der Tabelle ist die Warme- 
bilanz fiir die drei Reaktionen ausgerechnet. Da die Berechnung des 
P-Umsatzes hier in Milligrammen P,O, pro Kubikzentimeter geschieht, 
so ist fiir die Spaltung von 1 mg Phosphagen-P,O, 166 cal, 1 mg Apyro! 
P,O; bei gleichzeitiger Ammoniakabspaltung 230 cal, ohne dieselbe 
175 cal und schlieBlich fiir 1 my Milchsiure 205 cal zu rechnen. Der 
Verlauf der drei Reaktronen ist ferner fiir die wichtigsten Versuchs- 
ansitze auch in Abb. 1 bis 6 wiedergegeben, wobei alle Umsiatze in 
cal umgerechnet sind und positive Warme nach oben, negative nach 
unten von der Abszisse gezeichnet ist. Man sieht daraus, da fiir jedes 
Zeitintervall jedes Versuchs die Phosphagensynthese durch die Summe 
der Spaltungswarmen von Pyrophosphat und Kohlenhydrat energetisch 
angenahert gedeckt ist. 

Dabei sind einige aufschluBreiche Unterschiede zwischen den _ ver- 
schiedenen Versuchsansétzen des gleichen Extraktes zu beobachten. In 
Versuch | der Tabelle VI, wo die Inaktivierung des Extraktes unvoll 
standig ist (25 Minuten langes Stehen bei 20°), wird durch Alkalisierung 
und Starkezusatz schon allein in der ersten Minute sowohl Pyrophosphat 
spaltung wie Milchséurebildung ausgelést, die aber danach zum Stillstand 


kommen; entsprechend bleibt auch die Phosphagensynthese nach 1 Minute 


stehen. Mit Adenylpyrophosphatzusatz ist der Zerfall desselben nahezu 
dreimal so groB, die Phosphagensynthese gréBer als im anderen Falle, die 
Milchsaurebildung schreitet weiter fort, und das gleiche gilt wenigstens auch 


1 Apyro = Pyrophosphatgruppe des Adenylpyrophosphats. 
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noch fiir den 6-Minuten-Wert der Synthese des Phosphagens (vgl. Abb. 1: 
und 1b). In Versuch 2, Tabelle VI ist dagegen die Inaktivierung annahern 
vollstandig (2 Stunden Stehen bei 20°). Der Pyrophosphatgehalt ist Null 
und nach Stairke- und Sodazusatz findet nur noch in | Minute eine gering: 
Phosphagensynthese statt, die durch Milchséurebildung nicht voll gedeckt 
ist. Mit Zusatz des Adenylpyrophosphats ist die Phosphagensynthese in 
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Abb. 1. Vgl. Tabelle VI, Versuch 1. 


In den Abb.1 bis 9 ist der chemische Umsatz im Extrakt in cal ausgedriickt, wobei positive 
Wiarme nach oben, negative nach unten verzeichnet ist. Abszisse: Zeit in Minuten, Ordinate: 
eal X 10-1 pro cem verdiinnten Muskelextrakts. Um die Wirmebildung in jedem Zeitintervall 
zu berechnen, sind in jedem Zeitpunkt die Ordinatenwerte aller Kurven zu addieren und fiir 
zwei aufeinanderfolgende Zeitpunkte die Differenzen der so erhaltenen Summe zu bilden. 





a + Milchs&urebildung, 
x——»& Adenylpyrophosphatumsatz, 
e@——e Phosphagenumsatz. 


a: Versuch la. Teilweise inaktivierter Froschmuskelextrakt. [n der ersten Minute nach Zusatz 
von Soda und Stirke Phosphagensynthese mit gleichzeitiger Milchsiurebildung und 
Spaltung priiformierten Pyrophosphats. 


b: Versuch 1b. Gleicher Extrakt, aufierdem Adenylpyrophosphat zugegeben. Erheblich erhihte 
Phosphagensynthese bei gleichzeitiger Aufspaltung des zugegebenen Apyro. 


der ersten Minute mehr als doppelt so grofi, trotzdem in diesem Zeitintervall 
noch keine Milchséure gebildet wird. In den folgenden 9 Minuten ver- 
doppelt sich die Phosphagensynthese, wahrend kein weiteres Adenyl- 
pyrophosphat zerfillt, aber Milchséiure gebildet wird, die der Synthese 
thermisch gerade aquivalent ist. Ein dritter Versuchsansatz mit Zusatz 
von Adenylséure (der nicht in Abb. 2 wiedergegeben ist) zeigt denselben 
Verlaut wie bloBer Zusatz von Starke und Soda, denn bei der alkalischen 
Reaktion wird hier keine Adenylpyrophosphatsynthese bewirkt. Besonders 
instruktiv ist Versuch 3 (vgl. Abb. 3, a und b). Hier ist neben einem Ansatz 
mit Soda und Glykogen (a), sowie Soda, Glykogen und Adenylpyro- 
phosphat (b) ein solcher mit Soda und Adenylpyrophosphat ohne 
Glykogen (c) angestellt. Wahrend nun in Ansatz a Milchséiurebildung und 
Phosphagensynthese vdéllig ausbleiben und der Gehalt an Adenylpyro- 
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phosphat Null ist, ist die Synthese in b und c¢ bis zu 10 Minuten etwa gleich, 
wobei beide Male etwa dieselbe hinreichende Menge Adenylpyrophosphat 
zerfallt. In Ansatz ¢ hért die Milchsaéurebildung aber schon nach | Minute 


Abb. 2. Bezeichnungen vgl. Abb. 1. 
Tabelle VI, Versuch 2. 
-~--—— Versuch 2a. Fast véllig in- 
aktivierter Froschmuskelextrakt, geringe 
Phosphagensynthese in derersten Minute 
nach Zusatz von Soda und Stirke. 





Versuch 2b. Gleicher Extrakt, 
auberdem Adenylpyrophosphatzusatz. 
Gesteigerte und fortschreitende Phos- 
phagensynthese mit gleichzeitigem 
Apyrozerfall (fiir 1 Minute) und an- 
schliefender Milchs&urebildung. 









yy 5 min 7 

auf, in Ansatz b schreitet sie fort. In diesem Falle schreitet nun auch die 
Phosphagensynthese fort, wihrend sie im anderen Falle mit dem Aufhéren 
der Spaltung des Adenylpyrophosphats zum Stillstand kommt. 





——S ——«» —————————_ 
————————— 











L SSS Se eee 
0 ” @ min 30 0 7 20 min 30 
Abb. 3. Bezeichnungen wie Abb.1. Tabelle VI, Versuch 3. 
a: —— Versuch 3a. Total inaktivierter Froschmuskelextrakt; nach Soda- und Glykogen-Zusatz 





praktisch kein Umsatz. Versuch 3c. Nach Soda und Adenylpyrophosphat, 
ohne Glykogen, Apyrozerfall und Phosphagensynthese in den ersten 10 Minuten. 

b: Versuch 3b. Gleicher Extrakt aufer Soda- und Adenylpyrophosphat-, auch Glykogenzusatz. 
Im Gegensatz zu Abb. a ausgezogene Kurve geht die Phosphagensynthese nach 
10 Minuten weiter unter gleichzeitiger Milchsdurebildung. 


Die Versuche mit Kaninchenmuskelextrakt, Tabelle VII, dienen 
dazu, die Verhaltnisse weiter zu belegen. Die ersten beiden Versuche 
sind ebenfalls mit inaktiviertem Extrakt angestellt, wobei Versuch 2 
in Abb. 4 wiedergegeben ist. 


Versuch 1 zeigt. daB bei vélliger Abwesenheit von praformiertem 
Adenylpyrophosphat der Zusatz von Soda und Bicarbonat (a) keine Wirkung 
hat, indem Milchsaéurebildung und Phosphagensynthese ausbleiben. Wird 
statt dessen Soda und Adenylpyrophosphat ohne Glykogen (b) zugesetzt, 
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so kommt es gleichzeitig mit der vollstandigen Aufspaltung des zugesetzte: 
Adenylpyrophosphats in 20 Sekunden zu einer betrachtlichen, dann stehe: 

bleibenden Phosphagensynthese, wahrend nahezu keine Milchsaure gebilde' 
wird. Wird Soda, Adenylpyrophosphat und Glykogen (c) zugesetzt, so is‘ 
der Zerfall des Pyrophosphats und die Synthese des Phosphagens gegeniibe: 
dem Ansatz b verlangsamt, die Synthese schreitet weiter fort bei gleich 
zeitiger ausreichender Milchséurebildung. Ubrigens wiirde hier sowi: 
auch in fast allen anderen Fallen die Energiebilanz noch positiv bleiben. 
wenn nicht mit dem Totalzerfall des Adenylpyrophosphats, sondern nw 
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Abb. 4. Bezeichnungen wie 
Abb. 1. Tabelle VII, Versuch 2. 
Inaktivierter Kaninchenmuskel- 

extrakt. 
--~-~- Versuch 2a. Zusatz von 
Adenylpyrophosphat und Soda- 
Bicarbonatgemisch ohne Gly- 
kogen, keine Milchsiurebildung, 
geringe Phosphagensynthese in 
den ersten 20 Sekunden. 








Versuch 2b. Dasselbe 
mit Glykogen. Starke Phos- 
phagensynthese iiber 15 Minuten 
mit gleichzeitiger Milchsiure- 
bildung. Allmihliche Wieder- 
zunahme des Apyrogehalts. 














07 i $ F mn 5 


mit der Aufspaltung der Pyrophosphatgruppe gerechnet wird, weil die 
Ammoniakabspaltung in inaktivierten Extrakten verhaltnismaéBig gering, 
jedenfalls nicht aquivalent ist. 

Versuch 2, Tabelle VII (vgl. Abb. 4) ist im Prinzip ahnlich, nur ist 
hier die Milchsdurebildung bei bloBem Zusatz von Soda und Adenylpyro- 
phosphat véllig Null und die Phosphagensynthese, die nur 20 Sekunden 
anhalt, sehr klein. Bei gleichzeitigem Zusatz des Glykogens dagegen wird 
eine groBe Menge Milchsiure mit konstanter Geschwindigkeit gebildet 
und gleichzeitig sehr viel Phosphagen synthetisiert, waihrend das Adenyl- 
pyrophosphat wieder etwas ansteigt. Man sieht aus allen Versuchen, 
daB die rasche Synthese des Phosphagens nach Zusatz des Adenylpyro- 
phosphats mit dessen raschem Zerfall in direktem Zusammenhang steht, 
waihrend die fortschreitende Synthese iiber langere Zeit nur bei gleich- 
zeitiger Kohlenhydratspaltung vor sich geht und allein durch deren Energie 
zustande kommen kann. 


In frischen, nicht inaktivierten Muskelextrakten ist die Situation 
natiirlich anders, da hier geniigend praformiertes Adenylpyrophosphat 








cal-10~7 


wu 
Gi 
phi 
phi 
mit 
vol 
die 
erk 
wie 


~ 


ux 








Zter 
her 
ildet 
oO 1st 
jibe 
eich 
OW le 
iben., 
nu 


| die 
ring, 


ir ist 
yyTo- 
nden 
wird 
vildet 
enyl- 
chen, 
pyro- 
teht, 
eich- 
ergie 


ation 
phat 





Energetische Wechselbeziehungen usw. im Muskelextrakt. 449 


und im Kaninchenmuskelextrakt auch noch Hulersche Co-Zymase! 
vorhanden ist. Ist der Extrakt sehr kohlenhydratarm, so kann man auch 
hier betrachtliche Unterschiede in der Phosphagensynthese dadurch 
erzielen, daB man Glykogen zum Extrakt zusetzt oder nicht, doch muB 
die Reaktion durch Zusatz von Bicarbonat und Soda auf etwa py 9 
verschoben werden, weil die Synthese sonst gering ist oder ausbleibt. 
Bei gréBerer Milchsiurebildung sinkt dann das py wabrend des Versuchs 
in | Stunde auf etwa py 8 ab. 





Abb. 5. Bezeichnungen wie Abb. 1. 
Tabelle VII, Versuch 3 
Frischer Kanincbenmuskelextrakt. 

I gibt den Zustand vor Zugabe des 
Soda-Bicarbonatgemisches wieder, II un- 
mittelbar nach Zusatz (Nullwert). 
~--—-— Versuch 3 a. Frischer KCl- 

Extrakt mit Soda und Bicarbonat 

versetzt. Beim Zusatz findet 
+See Zerfall des priformierten Apyro 

und gleichzeitig geringe Phos- 

phagensynthese statt; nachher 

geringe Milchsdurebildung. 
—— Versuch 3b. Dasselbe, aufer- 

dem noch Glykogen zugegeben ; 
, sehr starke Phosphagensynthese 
Wihrend 1 Stunde bei stirkster 
Milchsdurebildung (Endwert der 
Milchséure bei 60 Minuten 2,88 
<10-1 cal nicht mehr ein- 
gezeichnet). 








7 
O55 a 0 0 50 min 60 








Ein derartiger Versuch, der mehrmals mit ahnlichem Verlauf angestellt 
wurde, ist in Tabelle VII, Nr. 3, und auf Abb. 5 wiedergegeben. Ohne 
Giykogen findet nur unmittelbar bei der Alkalisierung eine geringe Phos- 
phagensynthese mit gleichzeitigem Zerfall von préformiertem Adenylpyro- 
phosphat statt, bei geringer, immerhin noch deutlicher Milchsdéurebildung ; 
mit Glykogenzusatz kommt es in Verbindung mit enorm groBer Bildung 
von Milchséure zu einer sehr groBen Synthese des Phosphagens, wobei 
die zusatzliche Synthese wiederum nur noch durch diese Milchséiurebildung 
erklart werden kann, zumal das anfangs aufgespaltene Adenylpyrophosphat 
wieder synthetisiert wird. Dieser Versuch zeigt also den Verlauf in frischem 
Extrakt nach Alkalisierung, ohne Zugabe von Adenylpyrophosphat. 


1 Vgl. K. Lohmann, diese Zeitschr. 237, 445, 1931. 
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In dem letzten Versuch 4 (teilweise in Abb. 6 wiedergegeben) ist de: 
Finflu®8 des Adenylpyrophosphatzusatzes zu frischem KCI-Extrakt wieder 
gegeben und zwar mit und ohne Glvkogenzusatz. In diesem Falle ist dice 
Zugabe von Glykogen insofern ohne EinfluB, als die Milchséurebildung in 
15 Minuten dadurch nicht erhéht wurde. Hier bewirkt nun der Zusatz 
des Adenylpyrophosphats tiber die schon durch die Alkalisierung allein 
erfolgende Phosphagensynthese eine zusaétzliche innerhalb der ersten Minute, 
die energetisch nur durch diesen Zerfall erklart werden kann, da die Milch- 
siurebildung in der ersten Minute viel zu gering ist. In den Versuchs- 
ansatzen a und b (ohne Glykogenzusatz) ist die energetische Bilanz in 
jedem Zeitintervall positiv. In den auf Abb. 6 wiedergegebenen Versuchs- 











a Abb. 6. Bezeichnungen wie Abb. 1. 
Tabelle VII, Versuch 4. 

ay Frischer Kaninchenmuskelextrakt. 
~~—-- Versuch 4c. Nach Zugabe von 
G3} . Soda, Bicarbonat und Glykogen: in der 
ti ersten Minute Zerfall des priformierten 
LL Pyrophosphats und erhebliche Phos- 
G2 Pe J Se a phagensynthese, fast keine Milchsiure- 

wat | bildung. 

 * a —— es See Versuch 4a. Im Parallelversuch 
bi es a ist jedoch ohne Glykogenzusatz, aber 
5 0 > eee TN ec bei sonst genau gleicher Ausfiihrung, 


die Milchséiurebildung in 1 Minute und 
15 Minuten betrichtlich, so dai im 
anm——— } ae Tene ; andern Falle irgendeine Unregelmifig- 
RE: SSRI keit vorliegen mul, die fiir die negative 
a ee Wiarmebilanz verantwortlich sein diirfte. 














42 
Versuch 4d. Dasselbe mit Zu- 
satz von Soda-Bicarbonat, Glykogen 
—— t eee ——z und Adenylpyrophosphat. Mit dem 
Zerfall des zugsetzten Apyro vermehrte 
qy—L | | Phosphagensynthese. 
"— 7 5 0 mn 6 


ansitgen gilt dies nyr fiir den Ansatz d (mit Glykogen und Adenylpyro- 
phosphat) und nicht vollstandig fiir den Ansatz c. Indessen ist hier die 
Milchsaurebildung auffallig viel geringer als in demselben Versuch unter 
Zugabe von Glykogen (Ansatz a), der in der Abb. 6 mit ..... eingezeichnet 
ist, offenbar muB hier an eine unbekannte Nebenreaktion oder Umwandlung 
der Milchsaure gedacht werden, wie sie gelegentlich, ohne daB eine Erklarung 
dafiir gegeben werden kann, in Kaninchenmuskelextrakten beobachtet 
wird (die geringfiigige Bildung von Brenztraubensaure ist dafiir nicht aus- 
reichend). Im Prinzip verlaufen aber, wie man sieht, die Versuche mit 
Kaninchenmuskelextrakt ebenso wie mit Froschmuskelextrakt. 


IV. Synthese des Adenylpyrophosphats im Extrakt. 


Zum Beweis, daB die Phosphagensynthese durch die Energie der 
Milchsaurebildung auf dem Wege iiber den Umsatz des Adenylpyro- 
phosphats erzwungen wird, ist weiterhin zu zeigen, daB die Synthese 
des Adenylpyrophosphats im Extrakt nur unter gleichzeitiger Milch- 
siurebildung zustande kommen kann. Auf Grund der Feststellung 
Lohmanns von dem Vorkommen der Pyrophosphatgruppe im Muskel 
beobachtete schon Lehnartz die Zunahme dieser Fraktion bei Zusatz 
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von Adenylsiure'. Es wurde bereits friiher von uns mitgeteilt?, dab 
hier eine Synthese von Adenylpyrophosphorsiure stattfindet. Es ist 
jetzt unsere Aufgabe, die Bedingungen fiir diese Synthese genauer 
festzustellen und die Energiebilanzen hierbei zu berechnen. Auch 
dabei soll aus den zahlreichen Versuchen, die zur Hauptsache mit 
Kaninchenmuskelextrakt angestellt sind, nur eine geringe Auswahl 
gegeben werden. Hinsichtlich der Bedingungen zum Eintritt der 
Pyrophosphatsynthese sind schon von Lehnartz eine Reihe von Ver- 
suchen angestellt, aus denen sich ergibt, da die Synthese bei Tem- 
peraturen tiber 15° schon nach 5 Minuten abgeschlossen ist, wonach 
dann meistens eine Wiederaufspaltung folgt. Allerdings werden von 
ihm offenbar zu groBe Synthesen berechnet, weil in seiner Bestimmung 
der Pyrophosphatfraktion ein groBer Teil der Hexosediphosphorsiure 
mit enthalten gewesen ist. So diirfte es sich erkliren, daB bei ihm das 
molare Verhaltnis des gebildeten Pyrophosphats zur zugesetzten Adenyl- 
siure haufig 0,75 und mehr betrug, wahrend in unseren Versuchen 
nicht mehr als die Halfte der zugesetzten Adenylsiure verestert werden 
konnte. 

Am giinstigsten fiir die Synthese erwies sich Kaninchenmuskel- 
extrakt nach kurzer Inaktivierung bei 20°, zu dem gleichzeitig mit 
Adenylsaiure Bicarbonat (etwa 0,5° Gesamtkonzentration) zugegeben 
wurde. Bei 10° kann die Synthese langer als 10 Minuten fortschreiten, 
bei 20° wird das Maximum schon nach | Minute erreicht. 

Mit der Synthese von Adenylsiure und Phosphat zur Pyrophosphat- 
verbindung wird der vorher inaktivierte Extrakt wieder befahigt, 
Milchsiure zu bilden und weiterhin Phosphagen zu synthetisieren. 
Ist, wie meistens, die Milchsiurebildung groB, so ist auch hier in jedem 
Zeitintervall die Spaltungswirme gréBer, als fiir die beiden Synthesen 
zusammen erfordert wird. Es gibt aber einige Versuche, wie die in 
Tabelle VIIL wiedergegebenen (vgl. vor allem Abb. 8), wo die Energie 
der Milchsiurebildung fiir die beiden Synthesen sicher nicht ausreicht. 
Nun wird aber gleichzeitig mit der Synthese des Adenylpyrophosphats 
der restliche Teil der Adenylsiure desaminiert, so daB in 1 Minute 
80 bis 90% der gesamten zugesetzten Adenylsiure umgesetzt sind 
(vgl. Tabelle IX). Beriicksichtigt man auch die Ammoniakabspaltung, 
die nur in einem Teil der Versuche mitbestimmt worden ist, so wird 
die Energiebilanz mindestens fiir die Hauptzeit der Pyrophosphat- 
synthese wieder positiv. Es mu8 dahingestellt bleiben, ob die tber- 
schiissige Ammoniakabspaltung in die energetische Verkniipfung der 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 1, 1929. 
2 O. Meyerhcf, Chemische Vorgange im Muskel. Berlin, J. Springer, 
1930; O. Meyerhof, K. Lohmann u. K. Meyer, diese Zeitschr. 237, 437, 1931. 
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Vorgange mit eingeht. Allerdings ist ja auch bei dem Zerfall des Adeny! 
pyrophosphats die Abspaltung des Ammoniaks in der Energiebilanz 
mit beriicksichtigt worden, doch wiirde hier, wie schon erwahnt, auch 
ohne diese die Bilanz meistens positiv bleiben. Umgekehrt gelingt die 
Synthese des Pyrophosphats nur aus Adenylsiure, nicht aus Inosin- 
siure. Es sind daher fiir 1 mg P,O; nur 175 cal fiir die Synthese zu 
rechnen, andererseits fiir die tiberschiissige Ammoniakabspaltung aus 
Adenylsiure auf Grund der zwei Messungen in Tabelle IV 600 cal 
pro Gramm N. Ein gewisses Argument zugunsten der energetischen 
Verwertung der Ammoniakabspaltung kénnte daraus entnommen 
werden, daB diese genau gleichzeitig mit der Synthese verlauft und ferner- 
hin, daB so groBe negative Warmebilanzen, wie sie bei Adenylsiure- 
zusatz ohne Beriicksichtigung der Ammoniakabspaltung berechnet 
werden, niemals mit Zusatz von Adenylpyrophosphorsiure beobachtet 
werden. Vielleicht ist diese Ammoniakabspaltung auch daran schuld, 
daB die Phosphagensynthese 6fters hohe Werte bei weniger alkalischer 
Reaktion erreicht als in den oben in Tabelle VI und VII wiedergegebenen 
Versuchen. 

Da die Synthese bei 20° innerhalb 1 Minute ablauft, war es erwiinscht, 
den Umsatz in den ersten Sekunden nach Vermischung der Lésung 
(2 Sekunden, 10 Sekunden, 20 Sekunden) festzustellen. Dazu ist es nétig, 
fiir jeden Zeitpunkt einen getrennten Versuchsansat7 in einem Reagensglas 
anzusetzen, die Zusaéitze Adenylséiure, Glykogen usw. in einem zweiten 
Reagensglas, die EnteiweiBungsfliissigkeit in einem dritten. Es miissen 
dann nach der Stoppuhr zunachst die beiden ersten Reagensglaser zusammen- 
gegossen und nach Vermischung in das dritte eingegossen werden. Fiir Zeiten 
von einer oder mehr Minuten wurde ein gemeinsamer Versuchsansatz an- 
gesetzt und die Proben mittels Pipetten entnommen. Da die EnteiweiBung 
fiir Phosphat und Ammoniak durch Trichloressigséure, fiir Milchsaévre 
durch Natriumwolframat-Schwefelséure geschah, war darauf zu achten, 
beide Proben genau gleichzeitig in die EnteiweiBungslésung einflieBen zu 
lassen. Fernerhin ist eine Bestimmung iiber die Anfangswerte zu treffen. 
In allen Tabellen ist als Nullwert stets der entsprechend verdiinnte Extrakt 
vor Hinzufiigung der jeweiligen Zusétze angenommen worden, wobei jedoch 
nach Abtétung des Extraktes die fraglichen Zusaétze entweder nachtraglich 
zugegeben oder auf Grund einer getrennten Bestimmung ihres P-Gehaltes 
hinzugerechnet worden sind. Da dieser Anfangswert somit nicht der 
fertigen Versuchsmischung entnommen wird, mu er genau wie diese vor- 
behandelt werden. Wurde der Versuch in 5°,, CO, angestellt, so muBte 
der ganze Extrakt damit gesittigt werden, denn der Gehalt an praformiertem 
Adenylpyrophosphat sank z. B. durch 10 Sekunden langes Einleiten eines 
CO,-Gasgemisches in dem mit Bicarbonat versetzten Extrakt von 0,17 mg P,O; 
pro Kubikzentimeter auf 0,085 mg P,O; und die Berechnung des Umsatzes 
der ersten 10 Sekunden nach Mischung mit Adenylséure wiirde ein ganz 
anderes Resultat ergeben, wenn der Nullwert des Extraktes ohne vorheriges 
Einleiten des CO,-Gemisches zugrunde gelegt wiirde. 


In Tabelle VIII sind drei Versuche angefiihrt, bei denen ohne 
Bestimmung des Ammoniaks die Warmebilanz auf Grund der Synthese 
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les Adenylpyrophosphats aus Adenylsiure, des Phosphagenumsatzes 
ind der Milchsiurebildung berechnet ist. 


Versuch | (vgl. Abb 7) zeigt fiir einen kohlenhydratarmen Kalium- 
chloridextrakt, daB in Abwesenheit von Glykogen (a), wo keine Milchsaéure 





sw a min 30 


Abb.7. Bezeichnungen wie Abb.1. Vgl. Tabelle VIII, Versuch 1. 
KCl-Extrakt von Kaninchenmuskeln, ohne Bicarbonat, teilweise inaktiviert. 

~~-— Versuch 1a. Zusatz von Adenylsiéure, ohne Glykogen. Beim Fehlen yon Milchsiure- 
bildung kommt es zu keiner Adenylpyrophosphatsynthese und geringfiigiger Phosphagen 
synthese. 

Versuch 1b. Dasselbe mit Glykogenzusatz. Bei gleichzeitiger Milchsturebildung, Adeny] 
pyrophosphatsynthese und nach 1 Minute gesteigerte Phosphagensynthese (keine 
Ammoniakbestimmung). 
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Abb.8. Bezeichnungen wie Abb.1. Vgl. Tabelle VIII, Versuch 2. 
Versuch 2a. Frischer KCl-Extrakt von Kaninchenmuskeln mit Zusatz yon Adenylsaéure, 
Bicarbonat und Glykogen. Ganz geringe Adenylpyrophosphatsynthese, schwache Milch 
siurebildung, aber erhebliche Phosphagensynthese, die (ohne Beriicksichtigung des 
Ammoniaks) energetisch nicht gedeckt ist. 
—-~~—-— Versuch 2b. Dasselbe nach 20 Minuten langem Stehen des Bicarbonatextraktes bei 15°. 
Jetzt starkere Synthese des Adenylpyrophosphats und ebenfalls starke Phosphagen- 
synthese (keine Ammoniakbestimmung). 





gebildet wird, auch praktisch kein Pyrophosphat synthetisiert wird. Im 
selben Extrakt erfolgt nach Zusatz von Glykogen und Adenylsaéure eine 
Pyrophosphatsynthese, die bei 10° linger als 10 Minuten fortschreitet. 
Versuch 2 (Abb. 8) zeigt bei 15° den Verlauf der Synthese in frischem 
Extrakt (a) und nach 20 Minuten langem Stehen mit Bicarbonatzusatz (b). 
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Im letzteren Falle ist die Adenylpyrophosphatsynthese nach 1 Minut: 
betrachtlich erhéht. In beiden Fallen schreitet die Synthese des Phos 
phagens 15 Minuten lang fort und die Warmebilanz ist dabei fiir die ganz 
Zeit negativ, auBerhalb der méglichen Bestimmungsfehler. 

Bei 20° (Versuch 3) ist das Maximum in | Minute erreicht und nac!} 
3 Minuten schon iiberschritten. Zwischen der Sattigung des Extrakte 
mit 5’,, Kohlenséure in Stickstoff (a) und bloBer Sattigung mit Luft (b 
ist hier kein wesentlicher Unterschied. 

Die Warmebilanz der Tabelle VIII ist insofern unvollstandig, als 
das Ammoniak nicht mit bestimmt worden ist. Das ist in Tabelle LX 
in zwei weiteren Versuchen, bei denen bei 20° der Umsatz in den ersten 
3 Minuten gemessen ist, geschehen. Die Warmebilanzen sind jetzt 
nahezu fiir alle Intervalle positiv. Beide Male ist der Extrakt mit 
destilliertem Wasser hergestellt, infolgedessen von vornherein kohlen- 
hydratreicher und im allgemeinen auch enzymatisch wirksamer. 

Am vollstandigsten ist Versuch 2 durchgefiihrt (vgl. Abb. 9, a und b). 
Nach Zusatz von Adenylsaéure, Glykogen und Bicarbonat sind innerhalb 
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Abb. 9. Bezeichnungen wie Abb.1. Vgl. Tabelle IX, Versuch 2. 
Wasserextrakt von Kaninchenmuskeln. 
o-o-o Ammoniakabspaltung aus Adenylsi&ure. 

a: Versuch 2a. Zusatz von Bicarbonat, Adenylsiure und Glykogen, Verlauf iiber 3 Minuten. In 
der ersten Minute erhebliche Adenylpyrophosphatsynthese mit Ammoniakabspaltung, 
fortschreitender Milchsdurebildung und Phosphagensynthese. Die Bilanz ist unter Be- 
riicksichtigung der Ammoniakabspaltung positiv. 

b: Versuch 2b. Dasselbe ohne Glykogenzusatz. Milchsdéurebildung in der ersten Minute wie 
bei a, dann stark nachlassend. Apyrosynthese viel geringer und rasch umkehrend. 


3 Minuten fiinf Zeiten bestimmt worden. Nach 2 Sekunden ist die Synthese 
des Pyrophosphats und die Ammoniakabspaltung unbetrachtlich, nach 
20 Sekunden ist schon gut die Halfte der maximalen Synthese erreicht, wid 
nach 1 Minute ist sowohl die Synthese wie die Ammoniakabspaltung 
praktisch beendet. Dann sind 90 °., der vorhandenen Adenylsaure verbraucht. 











Die ¢ 
ist v 
matis 
Die ] 
synth 
nicht 
die ] 
nicht 
wesel 
Aden 
Amm 
Pyro 
Phos] 
Aden 


4 
' 


Pyro} 
orgal 
wie 

der I 
beein 
Selbs 
und : 
verbi 
unfal 
relati 
Besta 
hang! 
saure 
erhok 
bei / 
mahl 
und 

Stehe 
so m 
und | 
schei 
restie 
und 

scheit 
pyro} 
Versu 
Zeitp 


1 


K. Lo 








ute 


Ze 


uc} 
te 
(b 


In 
1g, 
3e- 


vie 
id. 








Energetische Wechselbeziehungen usw. im Muskelextrakt. 457 


Die annihernde Gleichzeitigkeit von Synthese und Ammoniakabspaltung 
ist verstandlich, weil das Ammoniak aus der freien Adenylséiure enzy- 
matisch viel leichter abgespalten wird als aus Adenylpyrophosphorsaure. 
Die Phosphagensynthese beginnt jedesmal spéter als die Pyrophosphat- 
synthese. Ohne Glykogenzusatz (Versuch 2b) ist die Milchséurebildung 
nicht unterdriickt, aber doch ab 1 Minute verringert und auch gleichzeitig 
die Pyrophosphatsynthese verkleinert, eine Phosphagensynthese findet 
nicht statt. Im Versuchsansatz c, ohne Adenylsiurezusatz, aber An- 
wesenheit von Glykogen, kommt es natiirlich zu keiner Synthese des 
Adenylpyrophosphats und auch in der Versuchszeit zu keiner wesentlichen 
Ammoniakabspaltung, wohl aber, da der Extrakt ja noch praformiertes 
Pyrophosphat enthalt und nicht inaktiviert ist, zu Milchsaiurebildung und 
Phosphagensynthese, die allerdings etwas kleiner sind als mit Zusatz det 
Adenylsaure. 
V. Umsatz von Inosinpyrophosphat. 

Schon in friiheren Mitteilungen wurde angegeben, daB Inosin- 
pyrophosphorsaure eine ahnliche, wenn auch schwichere Wirkung als 
organischer Bestandteil des milchsiurebildenden Co-Ferments besitzt 
wie Adenylpyrophosphorsaure!. Es fragt sich nun, wie der Zusatz 
der Inosinpyrophosphorséure zu inaktiviertem Extrakt die Synthesen 
beeinfluBt. Die Versuche sind mit Kaninchenmuskelextrakt angestellt. 
Selbst nach 2- bis 2'/,stiindiger Inaktivierung bei Ziramertemperatur 
und annahernd vollstandigem Zerfall der praiformierten Pyrophosphat- 
verbindung ist der Extrakt aus Kaninchenmuskeln noch nicht vollig 
unfahig zur Milchséurebildung aus Glykogen, was vielleicht mit seinem 
relativ hohen Gehalt an Hulerscher Co-Zymase und deren griBerer 
Bestandigkeit gegeniiber der notmalen Muskeladenylsiure zusammen- 
hangt. Immerhin wird auch hier durch Zusatz von Inosinpyrophosphor- 
siure die Milchséiurebildungsgeschwindigkeit um etwa das Fiinftache 
erhéht. Ebenso wie bei Zusatz von Adenylpyrophosphorsaure schreitet 
bei Abwesenheit von Glykogen der Zerfall des Pyrophosphats all- 
mahlich immer weiter fort, wihrend er bei Anwesenheit von Glykogen 
und gleichzeitiger Milchsiurebildung schon nach etwa 1 Minute zum 
Stehen kommt. Da der Ammoniakgehalt der Lésung nicht abnimmt, 
so muB das Inosinpyrophosphat selbst nunmehr stabil geworden sein 
und hiermit die Milchséiurebildung unterhalten werden. Méglich er- 
scheint allerdings auch ein Umsatz des Inosinpyrophosphats mit ' 
restierender Adenylsiure bzw. Co-Zymase, wobei freie Inosinsiure 
und Adenylpyrophosphat entstiinde. Auch die Phosphagensynthese 
scheint hierbei ahnlich zu verlaufen, wie in Gegenwart von Adenyl- 
pyrophosphorsaure. Allerdings war in den wenigen hieriiber angestellten 
Versuchen die Milchséurebildung so stark, daB sie allein schon in jedem 
Zeitpunkt fiir die Phosphagensynthese energetisch mehr als ausreichend 


1 O. Meyerhof, K. Lohmann u. K. Meyer, diese Zeitschr. 237, 437, 1931; 
K. Lohmann, ebenda 237, 445, insbesondere 8. 468, 1931. 
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war. Diese Synthese gelang auch hier nur in alkalischer Lésung, nich 
in neutraler. Die Warmebilanz aller Versuche ist stark positiv und 
in Tabelle X nicht extra berechnet worden. 

Wie Versuch 1, Tabelle X, zeigt (teilweise auf Abb. 10 dargestellt 
zerfallt bei px 7,4 Inosinpyrophosphat, das nach vollstandiger Aufspaltun, 





10 
| | Syt 
a +-—— | — 4 ws 
/ 
| ra 
8 —— 1 } 4 i J 
| | / 
a———_+ + t + , i + 
V 
» 4 ; t ; 7 t 4 
8 F 
.i-——4 a 
= f. 
e aS EP | ro ES | | 2 




















Abb. 10. 


Verlauf von Inosinpyrophosphorsdurespaltung und Milchséurebildung in inaktiviertem KCl- 
ExXtrakt von Kaninchenmuskeln. Ordinate: mg P, 0; bzw. mg Milchsiurebildung pro 1 cem 
verdiinnten Extraktes. Abszisse: Zeit in Minuten. Vgl. Tabelle X, Versuch 1. Die mit A be- 
zeichneten Kurven entsprechen Versuch la, dagegen B dem Ansatz 1c, und C dem Ansatz 1b 
A: BloBer Zusatz von Glykogen, geringe Milchsiurebildung. Ay +———+: Milchsiure. 





Ap X xX: Pyrophosphat in mg Pyro-P,20;. 

B: Zusatz von Ipyro und Glykogen. Starke Milchsiurebildung. 20 Sekunden lang Zerfall des 
zugesetzten Ipyro, dann bleibt der Gehalt so gut wie konstant. Cy + +: Milchsiure. 
Cp X x: Pyrophosphat. 

C: BloBber Zusatz von Inosinpyrophosphat ohne Glykogen, fast keine Milchséurebildung. 
Starker Zerfall des zugesetzten Ipyro wihrend der ersten 5 Minuten. By + -—— +: Milchsdure. 
Bp X--—— X: Pyrophosphat. 


von praformiertem Pyrophosphat zugegeben wird, in Abwesenheit von 
Milchséurebildung rasch (lb), nicht dagegen bei gleichzeitiger Milchsaure- 
bildung (le). Versuch 2, der bei alkalischer Reaktion angestellt ist, zeigt 
gleichzeitig die Synthese des Phosphagens. Diese ist ebenso wie die Milch- 
siurebildung etwas geringer als bei gleicher Konzentration von Adenyl- 
pyrophosphat. Ohne Glykogen und ohne gleichzeitige Milchsaéurebildung 
findet dagegen gar keine Phosphagensynthese statt, auch nicht in dem 
ersten Moment wahrend des Zerfalls des Inosinpyrophosphats. Es mub 
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dahingestellt bleiben, ob das immer der Fall ist, und dann eine Abweichuny 
gegentiber dem Zerfall des Adenylpyrophosphats bedeuten wiirde. Be 
alkalischer Reaktion schreitet der Pyrophosphatzerfall auch in Anwesenheit 
von Glykogen weiter fort, die Milchséurebildung ist dann aber auch vie! 
geringer als bei neutraler Reaktion. 


Schluf8. 


Im ganzen ist, wie wir glauben, durch die hier vorgelegten Versuche 
die eingangs vertretene These gut begriindet, daB die endotherme und 
unfreiwillige Synthese der Kreatinphosphorséure durch eine Koppelung 
dieses Vorganges mit dem exothermen und freiwilligen Zerfall des 
Adenylpyrophosphats zustande kommen kann, wahrend die Resynthese 
des Adenylpyrophosphats aus Adenylséure und anorganischem Phosphat 
durch die Energie der Milchsiurebildung bewerkstelligt wird. Es liegt 
nahe, auch hier eine Koppelung der Synthese mit dem Umsatz inter- 
mediar gebildeter Hexosephosphorsiure anzunehmen und so in der 
allen beteiligten Verbindungen gemeinsamen Phosphorsaiuregruppe den 
eigentlichen Trager des chemischen Koppelungsvorganges zu sehen. 
Dies wiirde zugleich verstandlich machen, wie sich das Adenylpyro- 
phosphat als Co-Enzym der Milchsaiurebildung betatigt, indem irgendwie 
die Aufnahme der Phosphorsiure durch die Hexose mit der Abgabe 
der Phosphorséure von Seiten des Adenylpyrophosphats oder die Abgabe 
der Phosphorséure von Seiten des Esters mit der Zuriickbildung der 
PyrophosphorSauregruppe an der Adenylsiure im Zusammenhang 
stehen wiirde. Dieser Gedanke wiirde auch eine speziellere Deutung 
dafiir erméglichen, daB iiberhaupt fiir die anaerobe Spaltung der Hexosen 
eine intermediare Veresterung mit Phosphorsiure notwendig ist. 

GewiB ist es erstaunlich, daB in dem strukturlosen Muskelextrakt 
noch eine so weitgehende Koppelung zwischen verschiedenen Prozessen 
bestehen soll, wie sie hier angenommen wird und dabei eine so erhebliche 
Energie -—- und auch Arbeitsfihigkeit — iiber Zwischenkérper von 
einem ProzeB auf einen zweiten iibertragen wiirde. Dies ist bisher fiir 
rein enzymatische Vorgainge ohne Analogie, doch sind die chemischen 
Koppelungen und damit verbundenen Energieumsetzungen fiir so 
zusammengesetzte enzymatische Vorgainge wie die Milchsiurebildung 
und die alkoholische Garung tiberhaupt bisher nicht erforscht worden. 

Andererseits ist in den vorliegenden Versuchen wohl noch keine 
restlose Aufhellung der energetischen Verhaltnisse gegeben. Insbesondere 
beim Umsatz freier Adenylsiure wird die Energiebilanz im allgemeinen 
nur dann positiv, wenn die Warmebildung der Ammoniakabspaltung 
fiir den nicht zur Pyrophosphorséure synthetisierten Anteil des Adenin- 
nucleotids mitgerechnet wird. Nun bleibt als Unsicherheit bestehen, 
daB die freie Energie der in Rede stehenden Prozesse unter den Versuchs- 
bedingungen von der Gesamtenergie, die wir allein messen, mehr oder 
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weniger abweichen kénnte; auf der anderen Seite aber, dab im Muskel- 
extrakt noch unbekannte, deutlich exotherme Reaktionen ablaufen. 
Da in manchen Fallen die auftretende Milchséure gegeniiber Parallel- 
versuchen zu gering ist, kénnte man an gelegentliche Umwandlungen 
der Milchsiure denken, wie sie z. B. von Hahn und Mitarbeitern! als 
Erklarung fiir die in Abwesenheit von Sauerstoff auftretende Brenz- 
traubensiure im Muskel angenommen wird. In der Tat finden sich 
derartige Unstimmigkeiten haufiger im Kaninchenmuskelextrakt als im 
Froschmuskelextrakt und, wie noch nicht veréffentlichte Versuche zeigen 2, 
ist die spontane anaerobe Bildung der Brenztraubensaure im Kaninchen- 
muskel erheblich gréBer als im Froschmuskel, was jedenfalls mit dem 
héheren Gehalt des Warmbliitermuskels an Sauerstoffspeicher bzw. 
Wasserstoffakzeptor in Zusammenhang steht. Zwar ergaben einzelne 
hieraufhin unternommene Versuche nur eine geringfiigige Bildung 
von Brenztraubensaéure im Kaninchenmuskelextrakt, doch sind zweifel- 
los noch andere Nebenreaktionen méglich. So entsteht nach wrskov3 im 
Muskel im allgemeinen anaerob um ein Drittel mehr atherlésliche Saure, 
als auf Milchsaiure zu beziehen ist. Die weitere Aufhellung dieser Um- 
setzungen kénnte auch auf die energetischen Beziehungen noch weiteres 
Licht werfen. 
Zusammenfassung. 

Die Spaltungswarme der im Muskelextrakt synthetisierten Kreatin- 
phosphorsaure ergibt sich, ebenso wie die reiner Praparate derselben, 
zu 12000 cal pro Mol, die Spaltungswarme der Adenylpyrophosphor- 
siure in Inosinsiure, Ammoniak und o-Phosphorsiure zu 33000 cal 
pro Mol, wovon 8000 cal auf die Ammoniakabspaltung und 25000 cal 
auf die Pyrophosphatspaltung entfallen. 

Beim Zusatz von Adenylpyrophosphat zu inaktivem Extrakt 
kommt es zu einer Phosphagensynthese, die unter bestimmten Um- 
stinden nur durch eine Spaltung des Adenylpyrophosphats erklirbar 
ist, wahrend sie bei fortschreitender Milchsaurebildung durch diese 
erheblich vermehrt werden kann. Bei Zusatz von Adenylsiure kommt 
es zu einer Adenylpyrophosphatsynthese, die aber nur bei gleichzeitiger 
Milchséurebildung vonstatten geht. Die Spaltung der Inosinpyro- 
phosphorsaéure wirkt ahnlich wie die der Adenylpyrophosphorsaure. 
Die energetischen Wechselbeziehungen dieser Vorginge werden an 
einer gréBeren Zahl von Beispielen erlautert und diskutiert. 

Wir danken Herrn Walter Schulz fiir die Ausfiihrung der chemischen 
Bestimmungen. 


' Zeitschr. f. Biol. 88, 516, 1929. 
2 O. Meyerhof u. D. Me Eachern. 
3 Diese Zeitschr. 219, 409. 1930; 245, 239. 1932. 








Uber das physiologische Verhalten 
der Ureido-lactose und der Ureido-maltose, insbesondere iiber 
die enzymatische Spaltung der beiden Disaccharid-ureide. 


Von 
Eduard Hofmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 14, Juli 1932.) 


Die Erfahrungen der letzten Jahre haben gelehrt, daB der als 
tierisches Stoffwechselprodukt altbekannte Harnstoff auch in héheren 
und niederen Pflanzen vorkommt, und zwar in freier wie gebundener 
Form!. Ferner wei man insbesondere aus den Untersuchungen von 
N. Schoorl* *, daB Zucker und Carbamid sich bereits unter Bedingungen 
vereinigen, die nahezu als physiologisch gelten kénnen, namlich bei 
niederer Temperatur in Gegenwart geeigneter Katalysatoren. Da man 
mit dem Auftreten bzw. der intermediaren Entstehung der Zucker- 
ureide vielleicht rechnen muB, erwuchs die Aufgabe, das physiologische 
Verhalten dieser Stoffe naher zu priifen. 

» Unlangst habe ich bereits gezeigt®, daB Glucose-ureid von Bakterien 
direkt verwertet werden kann, indem es, ohne da vorherige Hydrolyse 
zu den Komponenten nachweisbar wire, unter Ammoniakentwicklung 
abgebaut wird. Die Bakterien, die auf Glucose-ureid gedeihen, enthalten 
zwar Urease, umgekehrt ist jedoch die gewéhnliche Urease aus Soja- 
bohnen nicht imstande, Glucose-ureid zu spalten. Hier liegt eine 
spezifische Wirkung der Mikroben vor. 

In der vorliegenden Arbeit habe ich die Frage untersucht, wie 
sich die Ureide der Disaccharide sowohl gegeniiber isolierten Enzymen 
als bei Pilzwachstum verhalten. 


' N.N.Iwanoff, diese Zeitschr. 135, 1, 1923; 192, 36, 1928; G. Klein 
u. K. Taubéck, ebenda 241, 413, 1931; 251, 10, 1932; vgl. hierzu auch H. A. 
Krebs u. K. Henseleit, Klin. Wochenschr. 11, 1137, 1932. 

2 N. Schoorl, Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 22, 31, 1903. 

3 £. Hofmann, diese Zeitschr. 243, 416, 1931. 
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Die Konstitution der Ureide ist nicht mit Sicherheit aufgeklart. 

Es stehen z. B. fiir die Hexosen-ureide zwei Formeln zur Diskussion, 
die durch die Symbole 

CH,OH .(CHOH),.CH:N.CO.NH, (I) 


und 
CH,OH .CH .(CHOH),.CH.NH.CO.NH, (11) 


——@ 
gekennzeichnet werden. Nach Ausdruck I wiirde es sich um wahre 
Aldehydimin-abkémmlinge handeln, nach Schreibweise Il um Ureide 
zyklisch konfigurierter Zucker; B. Helferich und W. Kosche' bevor- 
zugen die letzte Auffassung. Ganz abgesehen von dieser speziellen 
Frage war nicht vorauszusehen, wie die Einfiigung des Harnstoff- 
restes in Disaccharide deren Spaltbarkeit durch «- und f-Glucosidase 
beeinflussen wiirde. 

Meine Versuche lehren, daB Emulsin (aus bitteren Mandeln) und 
die Fermente verschiedener Milchzuckerheften (Saccharomyces fragilis 
Jérgensen, Saccharomyces Kefir sowie einer dritten Milchzuckerhefe 
Sp. 102 des Instituts fiir Girungsgewerbe in Berlin) das Lactose-ureid 
hydrolysieren, und zwar mit gleicher Geschwindigkeit und in gleichem 
Umfange wie freie Lactose. Dabei tritt aber keine Aufhebung der Ureid- 
bindung ein, indem die Spaltung zu d-Galaktose und d-Glucose-ureid 
fiihrt. Letzteres konnte ich in Substanz rein abscheiden, wahrend 
die Galaktose durch ihre Vergirbarkeit durch spezifische Hefen nach- 
gewiesen worden ist. Ubrigens haben H. Bierry und A. Ranc® bereits 
angegeben, daB ein tierisches Ferment, naimlich Schneckenenzym, 
Milchzucker-ureid zerlegt. 

Das Maltose-ureid, das sich nicht in kristallisiertem Zustande 
isolieren lieB, ward gleichfalls durch Fermente aus untergdriger Hefe 
zerlegt. Auch hierbei wird die Ureid-bindung nicht gesprengt; es entsteht 
nimlich aus dem rechtsdrehenden Maltose-ureid linksdrehende, Ureido- 
glucose neben freiem Traubenzucker, wobei die Gesamtdrehung nach 
links verschoben wird. 

Gegeniiber wachsenden Pilzen, die sich nach meinen friiheren Be- 
funden (a.a. QO.) auf einer Lésung von Glucose-ureid nicht zu ent- 
wickeln vermochten, zeigte Ureido-lactose folgendes Verhalten: Asper- 
gillus oryzae gedieh nicht auf einer Lésung, die das genannte Zucker- 
derivat als Kohlenstoffquelle neben anorganischen Nihrsalzen enthielt, 
wohl aber vermehrten sich Mucor javanicus sowie Aspergillus niger gut. 
Beide Pilze verbrauchten den Galaktose-anteil und lieben Glucose- 
ureid iibrig, wie bereits aus dem Verhalten der Kulturfliissigkeit zu 


1 BR. Helferich u. W. Kosche, B. 59, 69, 1926. 
2 H. Bierry, C. r. 148, 949, 1909; H. Bierry u. A. Ranc, C. r. 150, 
1366, 1910. 
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folgern war und durch Isolierung der letztgenannten Verbindung be- 
wiesen wurde. 

Inzwischen hat sich gezeigt, daB auch Maltose-ureid von Mucor 
javanicus abgebaut wird. Hier ist wegen Auftreten starkerer Links- 
drehung ebenfalls auf die Bildung des livogyren Glucose-ureids zu 
schlieBen. 

Endlich habe ich noch das Verhalten des Lactose-ureids gegen 
eine typische Milchzuckerhefe, nimlich Saccharomyces fragilis Jorgensen, 
geprift. Es ergab sich, daB der lebende Erreger das Milchzucker-ureid 
angreift, dabei die Galaktose-komponente vergirt und Glucose-ureid 
ubrig laBt. 

Die friiher auf ihr Verhalten gegen Glucose-ureid untersuchten, 
von mir neu geziichteten Ureid-bakterien!, entwickeln sich auf Lactose- 
ureid nur langsam; sie erzeugen daraus, abhnlich, wie ich es fiir Glucose- 
ureid schon beschrieben hatte, freies Ammoniak. 

AuBer durch Anderung der Drehung lat sich bei allen untersuchten 
Ureiden der Eintritt einer biochemischen Spaltung leicht mit Hilfe 
Ostscher Lésung nachweisen: dieselbe spricht, wie sich ergeben hat, 
auf das Ureid nicht an, wohl aber auf den freien Zucker. Mit diesem 
Hilfsmittel, dessen Anwendung mir C. Newberg fiir diesen Zweck 
empfahl, kann man Zucker-ureide neben freiem Zucker erkennen; mit 
Fehlingsche® Mischung reagieren hingegen die Vertreter beider Korper- 
klassen. 

Darstellung von Lactose-ureid. 

200 g Milehzucker C,,H2.0,, + H,O wurden in 400 ccm heiBen Wassers 
gelést, auf 50° abgekiihlt und mit 100 g Harnstoff, der in 100 com Wasser 
gelést ist, versetzt. Nach Zugabe von 20ccm 20°,iger Schwefelsiure 
verblieb die gesamte Fliissigkeit 12 Tage bei 42° im Brutschrank, wobei 
die Drehung von « = + 14,4° auf + 8,10° sank. Nach eintagigem Stehen 
im Eisschrank war aus der Lésung bereits der gréBte Teil des entstandenen 
Ureids auskristallisiert, ein weiterer Teil wurde erhalten, nachdem die 
Flissigkeit im Vakuum auf etwa die Halfte eingeengt und abermals 1 Tag 
im Eisschrank aufbewahrt war. Rohausbeute 110 g; nach Umkristallisieren 
aus heiBem Wasser und Alkohol 95g reines Lactose-ureid (Cy; Ho, Oy Ne 

H,O). Bei diesem Vorgehen 148t sich eine Reihe von Schoorl an- 
gegebener Operationen vermeiden. 


Versuche, 
1. Mit Schimmelpilzen. 

Die verwendete Nihrfliissigkeit enthielt pro Liter 0.5 g Na, HPO, 
.2H,0, 05g KH,PO, 1g (NH,),.SO, sowie Spuren Ferrichlorid 
und Magnesiumsulfat. 100 ccm dieser Nahrlésung wurden in flachen 
Kulturkolben zweimal sterilisiert, mit 1 g Lactose-ureid versetzt und 


1 EB. Hofmann, a.a. O. 
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ein drittes Mal der Sterilisation unterworfen. Nach Beimpfen mit den 
genannten Pilzen lieB ich die Kulturen bei 25 bis 30° wachsen. 


Versuch mit Mucor javanicus. 

Wachstum sehr gut. Nach 1 Monat wurde vom Pilzmycel durch 
Filtration getrennt. Das Filtrat drehte im 2-dm-Rohr — 0,25° (maximal 
kénnen 0,552 g Glucose-ureid entstehen und eine Drehung von — 0,26° 
verursachen). Bei einem zweiten Versuch anderte sich der Drehwert 
selbst nach mehreren Monaten nicht; dies spricht dafiir, daB das Glucose- 
ureid unangegriffen bleibt. Der sichere Beweis dafiir wurde durch die 
lsolierung der Ureido-glucose erbracht (s. unten). 


Versuch mit Aspergillus niger. 

Angesetzt wie bei Mucor jav. Das in den ersten Wochen recht 
sparliche Wachstum wurde spater sehr gut. Das Filtrat zeigte im 2-dm- 
Rohr « 0,17°. 

Die Filtrate von je zwei Versuchen mit Mucor jay. sowie Asp. niger 
wurden eingeengt; der erhaltene Sirup wurde mit etwas Dioxan ver- 
rieben, wobei zugesetzte Nahrsalze ausfielen. Dann wurde filtriert 
und aus dem Filtrat durch Zusatz von mehr Dioxan das Glucose-ureid 
zur Kristallisation gebracht. Das zunachst noch unreine Produkt 
wurde zweimal der gleichen Behandlung unterworfen und das schlieBlich 
rein gewonnene Glucose-ureid durch Stickstoffbestimmung, Polari- 
sation und Mischschmelzpunkt identifiziert. 


2. Gdrversuche mit lebendem Saccharomyces fragilis J érgensen. 
4¢ Lactose-ureid wurden in 80 ccm Wasser gelést, mit 10 cem 
1/,m Phosphatpuffer 1 : 1 (px = 6.7) und 10g der frischen Hefe versetzt. 
25 cem des Gemisches wurden bei 27° vergoren. Nach ungefahr 
3 Stunden trat Garung ein, die nach 20 Stunden beendet war. Es 
waren 49.6 ccm CO, = 44,4°% der Theorie (112 cem) gebildet. 
Die Flissigkeiten der beiden Versuche wurden alsdann vereinigt 
und die Hefemengen durch Zentrifugieren entfernt. « im 1-dm-Rohr 
0,.30°. Im Héchstfalle hatten 2,209 g Glucose-ureid entstehen 
und eine Drehung von « = —-0,52° aufweisen kénnen, woraus sich 
eine Vergirung zu 57,7°%, berechnet. CO, und Alkohol lieBen sich mit 
den iiblichen Proben identifizieren, wahrend noch vorhandene Ureide, 
abgesehen von der Polarisation, mit Ostscher bzw. Fehlingscher Lésung 
(s. vorher, S. 464) nachgewiesen wurden. 


Auch bei den zwei anderen Milchzuckerhefen konnte Vergérung 
von Lactose-ureid konstatiert werden. Im iibrigen zeigten alle gepriften 
Milchzuckerhefen Garvermégen fiir Lactose. 
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3. Spaltung mit Emulsin. 


Je 0,1 g Emulsin (Merck) und 0,56 g Lactose-ureid bzw. 0,5 ¢ 
Milchzucker (in beiden Fallen 0,25 g Galaktose entsprechend), wurden 
in 30 cem Wasser und 20 cem m/5 Acetatpuffer 1:2, pu = 4,3, gelést. 
Die Ansitze wurden bei Gegenwart von 1 ccm Toluol im Brutschrank 
bei 37° aufbewahrt und die Hydrolyse durch Nachweis der bei Abbruch 
der Versuche abgespaltenen Galaktose in filtrierten Proben mittels 
Ostschem Reagens sowie mit Hilfe der von H. Ost! aufgestellten Re- 
duktionstabelle festgestellt. 


Tabelle J. 


0,56 g Lactose-ureid bzw. 0,5 g¢ Lactose in 30cem H,O + 0,1 g Emulsin 
(Merck) + 20cem m/5 Natriumacetat-Essigsiurepuffer 1:2 (pr 4,3) 
+ leem Toluol. Bei 1. kein Substratzusatz. 





Cu nach 


a ee a __. -Galaktose Spaltung 
— Ost Fehling 

Std. mg mg mg Vo 

ol 2 a - _ — 

1. Emulsin allein . = "a a. = a 
j : . , — 66 26,5 
2. Lactose-ureid + Emulsin | _— a te 186 744 
‘ , , 2 — 690 — 20,0 
3. Lactose + Emulsin ° = ates 903 ys 


Sowohl Emulsin als Lactose-ureid gaben allein, in 50 ccm Fliissig- 
keit unter gleicher Pufferung gelést, auch nach mehrtigigem Stehen 
bei 37° keine reduzierenden Substanzen. Bei den Versuchen mit Lactose 
wurde mit Fehlingscher Lésung sowie mit Hilfe der von R. Willstdtter 
und, G. Oppenheimer? angegebenen Tabelle die Lactose-wirkung er- 
mittelt. 

4. Spaltung mit Milchzuckerhejen. 

Die drei zu den Versuchen verwendeten Milchzuckerhefen wurden 
in 6 Liter verdiinnter Bierwiirze geziichtet, die mit 7° Lactose versetzt 
war. Die durch Abschleudern gesammelten Hefen wurden alsdann nach 
den Angaben von R. Willstdtter und G. Oppenheimer (a. a. O) mit Essig- 
ester verfliissigt. Nach Verdiinnen mit Wasser, wiederholter Neutrali- 
sation mit 1 °%,igem Ammoniak und nach 24stiindigem Stehen erst bei 
Zimmertemperatur, dann im Eisschrank, wurde die Suspension ent- 
weder direkt als Enzymmaterial verwendet, oder es wurde die nach 
Entfernung der Zellreste durch Zentrifugieren resultierende Lésung 
benutzt. 


' H. Ost, B. 28, 3003, 1890. 
2 Rk. Willstatter u. G. Oppenheimer, H. 118, 168, 1922. 
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Aus 5g frischer Hefe von Saccharomyces fragilis Jorgensen wurde 
eine 30 ccm betragende Suspension bereitet; 7 ccm derselben, 1,15 g 
frischer Hefe entsprechend, dienten zu jedem Versuch. 


Tabelle II. 





0,56 g Lactose-ureid bzw. 0,5 g Lactose in 33 cem H,O + 7 cem Ferment- 
suspension aus Saccharom. fragil. + 10cem m/3 Phosphatpuffer 1: 1 
(pu 6,6) + leem Toluol. Bei 1. kein Substratzusatz. 
Cu nach 
Zeit || os Galaktose Spaltung 
Versuch + oo 
Ost Fehling 
Std. mg mg mg 
1. Fermentsuspension allein 48 32 0 -- _— 
2. Lactose-ureid + Ferment- 
suspension ......{| 48 556 -- 181 72,5 
3. Lactose + Fermentsuspen- 
We 5S wee aod x 48 —_ 855 - 70,0 


Von der Kefirhefe standen 8 g zur Verfiigung, aus denen 40 ccm 
Fermentlésung extrahiert wurden. Jeder Spaltversuch wurde mit 10cem, 
entsprechend 2 g frischer Hefe, durchgefiihrt. 


Tabelle II). 
0,56 g Lactose-ureid bzw. 0,5 g Lactose in 30 cem H,O + 10 cem Ferment- 
lésung aus Saccharomyces Kefir + 10 ccm Phosphatpuffer 1:1 (pH = 6,6) 
Leem Toluol. Bei 1. kein Substratzusatz. 





Cu nach 


, Zeit _ Galaktose Spaltung 
Versuch -_ : 
Ost Fehling 
Std. mg mg mg 0 
1. Fermentlésung allein . . 24 165 40 
2. Lactose-ureid + Ferment- 
RS a te eae oe 24 770 — 209 &3 

3. Lactose + Fermentlésung 24 _ 923 a 90 


In gleicher Weise gewann ich aus 11g frischer Milchzuckerhefe 
Sp. 102 nach Plasmolyse 40 ccm Fermentlésung; mit je 10 eem = 2,75 g 
frischer Hefe wurden die einzelnen Versuche vorgenommen. 


Auch mit den Enzymen der drei Milechzuckerhefen wurden ver- 


gleichshalber Parallelversuche mit je 0,5 g Lactose angestellt, ebenso 
Versuche mit den Fermenten allein. Letztere gaben in allen Fallen 
Substanzen ab, die sowohl Fehlingsche als Ostsche Lésung reduzierten. 
Die Menge des dabei gebildeten Kupfers wurde in den Versuchen mit 
dem Substrat beriicksichtigt. Alle Versuche enthielten in 50 ccm 
Gesamtvolumen je l0cem m/3 Phosphatpuffer 1:1, entsprechend 
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Tabelle IV. 
0,52 g Lactose-ureid + 0,5 g Lactose in 30cem H,O + 10 ccm Ferment 
lésung aus Milchzuckerhefe Sp. 102 + 10cem Phosphatpuffer 1: 1 (pH = 6,6 
leem Toluol. Bei 1. kein Substratzusatz. 





Cu nach 


Z Zeit 3 Galaktose Spaltung 
Versuch : 
Ost Fehling 
Std. mg mg mg 0 
1. Fermentlosung allein . . 24 19 64 ~- 
2. Lactose-ureid + Ferment- 
ee ee 24 616 208 83,2 

3. Lactose + Fermentlésung 24 S66 80,0 


einem px von 6,7; dasselbe ainderte sich auch bei den iiber mehrere 
Tage ausgedehnten Versuchen nicht. 


Darstellung und fermentative Spaltung von Maltose-ureid. 


Schon N.Schoorl (a.a.O.) hatte beobachtet, daB in Lésungen von 
Maltose und Harnstoff, die Schwefelsaiure enthielten und bei 50° aufbewahrt 
waren, eine Abnahme der Drehung erfolgte; die Isolierung des vermutlich 
entstandenen Maltose-ureids gelang ihm jedoch nicht. Bei einem Versuch 
mit einer Lésung von 40 g Maltose und 30 g Harnstoff in 200 cem Wasser, 
die ich nach Zugabe von 15 cem 20° iger Schwefelséure bei 42° aufbewahrte. 
beobachtete ich, daB die Drehung der Lésung im 1-dm-Rohr im Verlaute 
von 10 Tagen von + 25° auf + 19,7° sank. Da jedoch die Fliissigkeit noch 
freien Zucker enthielt und aus dem beim Einengen resultierenden Sirup 
kein kristallisiertes Produkt zu erhalten war, habe ich nach Entfernen der 
Schwefelséure mit Bariumcarbonat und Verdiinnen mit Wasser durch 
Hinzufiigung von obergiriger Hefe (Sinner) und in Gegenwart von etwas 
Milchséure bei einem pa, das eine Wirkung der «-Glucosidase ausschlieft, 
die noch freie Maltose vergoren. Nach Filtration von der Hefe und erneutem 
Einengen wurde durch Zugabe von viel Alkohol ein Sirup ausgefallt, der 
Ostsche Lésung nicht mehr, Fehlingsche Lésung nach kurzem Kochen 
jedoch wieder reduzierte, gema® dem allgemeinen Verhalten der Ureido- 
zucker. Lést man das noch unreine Produkt in wenig Wasser und 1labt 
erneut unter andauerndem Riihren langsam in viel abs. Alkohol eintropfen, 
so erhalt man ein rein weibes, amorphes Produkt I von [«],, + 31° und 
dem fiir Maltose-ureid berechneten Stickstoffgehalt. Aus seiner Lésung 
in Wasser fallte Xanthydrol keinen Harnstoff, und aus siedender Ostscher 
Lésung wurde kein Kupferoxydul ausgeschieden; beide Reaktionen wurden 
jedoch nach kurzer Erwirmung mit Mineralséure positiv. Aus der Mutter- 
lauge von I wurde durch Ather eine geringe Menge eines ebenfalls rein 
weiBen Produktes II niedergeschlagen, das starker rechts drehte und einen 
etwas héheren Stickstoffgehalt aufwies, als dem Maltose-ureid (C,,H.,O0,, N2) 
zukommt. 


Zur fermentativen Spaltung werden 0,27 g Maltose-ureid in 10 cem 
Wasser gelést, mit 10cem m/3 Phosphatpuffer 1: 1 und mit 5ccm einer 
Ferment-lésung versetzt. Sie war aus 10g Patzenhofer Trockenhefe 
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durch Aufschwemmen in 100 ccm Wasser, Schiitteln, wiederholtes 
Neutralisieren der entstandenen Saure mit 1°,igem Ammoniak und 
eintagiges Aufbewahren im Eisschrank hergestellt!. Verwendet wurde 
die nach dem Zentrifugieren erhaltene klare Fermentldsung. 

Der Spaltungsgrad wurde, wie beim Lactose-ureid, mit Ostscher 
Lésung ermittelt, nachdem die Versuche mit l cem Toluol versetzt 
und 24 Stunden bei 37° aufbewahrt worden waren. 


0.27 ¢ Maltose-ureid in 10cem H,0 + 10ccm Phosphatpufter 1: 1! 
(pH 6,7) + 5cem Fermentlésung aus Trockenunterhete leem Toluol. 


Bei |. kein Substratzusatz. 





‘dein Cu Glucose Spaltung 
me mg 
1. Fermentlésung allein . . . . 63 Xe 41.4 
2. Fermentlésung + Maltose-ureid I. . 225.5 55.3 44.2 
3. Fermentlésung + Maltose-ureid (Pra- 
Rs le. ny a eS we 8 230,8 56.6 45,2 


Aus der Ostschen Kupfermischung wurde durch das Maltose-ureid 
kein Oxydul abgeschieden, wohl aber durch die Fermentlésung; ihr 
Reduktionswert wurde bei den Ansaitzen mit Substrat in Rechnung 
gezogen. 


1 Nach den Angaben von R. Willstatter, Tr. Oppenheimer u. W. Steibe lt, 


H. 110, 232, 1920. 











Uber die phosphatatische 
Spaltung stellungsisomerer Di-aryl-phosphorsiuren. 


Von 
Franz y. Briicke. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 20, Juli 1932.) 


Im Laufe der zahlreichen Untersuchungen, die angesichts der 
Bedeutung der Phosphatase fiir den Ablauf der verschiedensten physio- 
logischen Prozesse angestellt wurden, sind nur ganz vereinzelt isomere 
Substanzen auf ihr Verhalten gegeniiber dem Enzym studiert und 
meines Wissens nie systematisch verglichen. So hat man als Substrate 
wohl die isomeren Verbindungen Bornyl-! und Fenchyl-phosphor- 
siuren®, Phosphorsiure-ester des priméren® und sekundéren Amyl- 
alkohols*, Glucose- und Fructose-phosphate® herangezogen. Es fehlte 
aber ganzlich eine Priifung einfacher stellungsisomerer Kérper. Auf An- 
regung von C. Neuberg wihlte ich fiir diesen Zweck die sekunddren Ortho- 
phos phorstiure-ester des o-, m- und p-Kresols, deren Kaliumsalze die Forme] 
(CH, . C,H,O), POOK besitzen. Eine Verwendung speziell der Di-aryl- 
phosphate schien mir auch aus einem anderen Grunde erwiinscht. C. Neu- 
berg und J. Wagner® hatten gefunden, daB der Di- phenyl-ortho-phosphor- 
siure-ester von pflanzlicher und tierischer Phosphatase hydrolysiert 
wird. Diese Angabe ist von Y. Imanishi? sowie S. Uzawa® voll bestatigt 
worden, waihrend J. Roche® wenigstens fiir die Phosphatase der Blut- 


1 ©. Neuberg, J. Wagner u. K.P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 188, 
227, 1927. 

2 BE. Ochiai, ebenda 253, 185, 1932. 

3 Fv. Falkenhausen, ebenda 253, 152, 1932. 

4 CO. Neuberg u. K. P. Jacobsohn, ebenda 199, 498, 1928. 

5 Literatur s. bei C. Newberg u. E. Simon in Abderhaldens Handb. d. 
biol. Arbeitsmethod. Abt. IV, Teil 1, 615 —624, 1927. 

® C. Neuberg u. J. Wagner, diese Zeitschr. 171, 485, 1926. 
7 Y. Imanishi, diese Zeitschr. 247, 406, 1932. 
8 S. Uzawa, J. of Biochem. 15, 19, 1932. 
® J. Roche, Bull. Soc. Chim. Biol. 18, 841, 1931. 
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kérperchen sowie des Blutserums keine Einwirkung auf das genannte 
Substrat verzeichnet hat. 


In meinen Versuchen ergab sich, daB alle drei isomeren Di-kresyl- 
ortho-phosphorséuren in Form ihrer Kaliumsalze sowohl von Taka- 
phosphatase als von Phosphatase der Niere und Leber (Kaninchen sowie 
Schwein) gespalten werden. Die Hydrolyse habe ich an Hand der ab- 
gegebenen Menge Phosphorséure, aber auch durch Bestimmungen 
des jeweils in Freiheit gesetzten Kresols ermittelt. Dabei hat sich 
folgendes gezeigt: 

Arbeitete man mit den urspriinglichen, durch keine kiinstlichen 
MaBnahmen gereinigten Enzymlésungen, bei natiirlichem py von 6,5 
bis 7, so zerlegte die Taka-phosphatase unter genau gleichen Bedingungen 
das Di-o-kresylphosphat und das Di m-kresylphosphat schneller als 
die p-Verbindung. Die enzymatische Hydrolyse ging bei der o- und 
m-Verbindung in 120 Stunden zu 100% vor sich, beim p-Ester erreichte 
sie in der gleichen Zeit 28 %. 

Bei Einstellung einer Wasserstoffionenkonzentration von 4,3 be- 
trugen die Spaltungen am Schlusse der Versuche nach 5 Tagen beim 
o-Di-kresylphosphat rund 82%, beim m-Di-kresylphosphat 97%, 
beim p-Di-kresylphosphat 83%. 

Bei tierischen Organen wurde folgendes festgestellt. 


Beim natiirlichen pq von 6,5 spaltete die Phosphatase, die in der 
Niere wie Leber sowohl vom Schwein als vom Kaninchen enthalten ist. 
Die Organe des Schweines erwiesen sich als absolut starker wirksam. 
Die Hydrolyse durch Schweineleber-phosphatase belief sich in 
5 Tagen auf 

84.8 °% bei der m-Verbindung 
ans « 


Oy a 
und die durch Schweinenieren-phosphatase in 8 Tagen auf 


84,9°% bei der m-Verbindung 
60% » » PE 


~9 70 
52,7 oO 


on: 


Fiir die Phosphatase aus Niere des Kaninchens ergaben sich i 
20 Tagen folgende Werte: 


~ 
— 


32,5% bei der m-Verbindung 
a. . > 
cit et os es 
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Wie man sieht, wird in beiden Fallen das Derivat des m-Kreso| 
am stirksten und das des o-Kresols am schwachsten angegriffen. 1D) 
Bevorzugung des m- und p-Derivats vor dem o-Derivat ist deutlic! 

Die Versuche mit der Taka-phosphatase sind unter sterilen Bb: 
dingungen ausgefiihrt. Die wiasserige Lésung des Enzyms wurde durc! 
ein Seitz-filter entkeimt. An dem Ergebnis anderte sich nichts, wem 
gleichzeitig zu dieser so vorbehandelten Enzymlésung Toluol al: 
Desinfiziens gefiigt wurde. 

Die Ansitze mit tierischen Organen sind unter méglichster Asepsis 
angestellt, doch wurde hier nicht auf Beigabe von Toluol als Anti- 
septikum verzichtet. (Cber die MaBnahmen, die dadurch fiir die Be- 
stimmung der Kresole notwendig werden, siehe im experimentellen Teil.) 

In einem Falle habe ich auch das durch Seitz-filter gepreBte 
Mazerat der Kaninchenorgane verwendet. Phosphatatische Spaltung 
fand statt und konnte quantitativ verfolgt werden, jedoch trat nach 
jener Vorbehandlung nur ein verhaltnismaiBig schwacher Phosphatase- 
effekt zutage. Vermutlich ist viel von dem Enzvm an die Organ- 
partikel gebunden, vielleicht wird auch ein Teil in den adsorbierenden 
Schichten des Seitz-filters zuriickgehalten. 

Simtliche Substrate wurden in vollkommen analysenreiner Form 
verwendet; sie werden im Zustande unbedingter Reinheit durch die 
partielle Verseifung der ihnen zugehérigen Tri-kresyl-phosphate (CH,. 
C,H, .O),PO gewonnen, die selgst in einwandfreier Beschaffenheit 
leicht aus Phosphoroxychlorid und den Kresolen darstellbar sind. 

Kinzelheiten ergeben sich aus den experimentellen Daten. 

Verwiesen sei darauf, daB, wie C. Neuberg und K. P. Jacobsohn 
(a. a. O.) vor Jahren gezeigt haben, die Estersalze der Di-kresyl-pyro- 
phosphorsiure (o- und p-Derivat) durch pflanzliche und _ tierische 
Phosphatase zerlegt werden. DaB mir bei den di-aryl-ortho-phosphor- 
sauren Salzen sogar 100°,ige Spaltungen in 5 Tagen bei Verwendung 
von Taka-phosphatase und nahezu 100° ,ige Spaltungen in 8 Tagen 
bei Verwendung von Schweinenieren-phosphatase gelungen sind, darf 
ich auf die Verwendung ganz frisch aus den tierischen Organen bereiteter 
Enzympraparate und auf die ausgezeichnete Qualitét meiner Taka- 
phosphatase zuriickfiihren. 


Versuchsteil. 
I. Darstellung der Substrate. 
Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung der drei Di-kresyl-ortho- 
phosphorsiure-ester dienten o-, m- und _ p-Tri-kresyl-ortho-phosphat. 
Das p-Tri-kresyl-phosphat zeigte den in der Literatur' mitgeteilten 


1 R. Heim, B. 16, 1763, 1883; M. Rapp, Ann. 224, 156, 1884. 
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Schmelzpunkt von 78°; o- und m-Tri-kresyl-phosphat, die meines 
Wissens noch nicht rein erhalten sind, stellen véllig farblose élige 
Fliissigkeiten dar. Das o-Derivat siedet unter 15 mm bei 251°, das 
m-Derivat unter gleichen Bedingungen bei 260° (unkorr.). 

In Anlehnung an die genaue Vorschrift, die C. Neuberg und 
J. Wagner fiir die Gewinnung der Di-phenyl-phosphorsaure gegeben 
haben, wurden alle drei Tri-kresyl-phosphate in die Di-kresyl-ester 
umgewandelt. Zu diesem Zwecke wurden dquimolekulare Mengen 
Trikresyl-phosphat (50 g) und kristallisierter Atzbaryt (43 g) in 350 cem 
40°%igem Alkohol zur Reaktion gebracht: 2 (CH, .C,H,),P0O, 

2 Ba(OH), = [(CH, .C,H,). . PO), Ba + (CH, . C,H, 0), Ba + 2H,0. 

Bei diesem Vorgehen scheidet sich nach etwa_halbstiindigem 
Kochen im Wasserbad (RiickfluBkiihler) das p-di-kresyl-phosphorsaure 
Barium schon in der Hitze als fester Kristallbrei ab, die m-Verbindung 
beim Abkiihlen. Die beiden Substanzen verhalten sich also wie das ent- 
sprechende Di-phenyl-ester-salz. Dagegen fallt das o-di-kresyl-phosphor- 
saure Barium wegen seiner gréBeren Léslichkeit nicht aus, sondern ver- 
bleibt zusammen mit Barium-kresolat im Reaktionsgemisch. Das Barium- 
salz sowohl des p- als m-Esters wird durch Absaugen und zweimaliges 
Umkristallisieren aus 35°,igem Alkohol analysenrein erhalten. Beim 
o-Derivat verdampft man zweckmaBig zunachst den Alkohol aus dem 
Gemenge der Verseifungsprodukte und leitet darauf in der Hitze bis F 
zur schwach sauren Reaktion CO, ein, wodurch das Barium-o-kresolat 
zersetzt wird. Vom Bariumcarbonat wird abfiltriert und dem Filtrat 
das o-Kresol durch Ather entzogen. Die wasserige Lésung wird 
sodann bis fast zur Trockne eingeengt, wobei das _ o-di-kresyl- 
(ortho-) phosphorsaure Barium auskristallisiert. Die Reinigung erfolgt 
durch zweimaliges Umkristallisieren aus absolutem Alkohol. 

Um mich davon zu itiberzeugen, da®B die drei als Ausgangsmateria| 
dienenden Tri-kresyl-phosphate keine Isomeren enthielten, wurden aus den 
bei der Reaktion entstandenen Kresolaten die freien Kresole isoliert und 
auf ihre physikalischen Konstanten gepriift ; es ergab sich die véllige Reinheit 
der drei Substanzen. 

Von den im Hochvakuum getrockneten Salzen der Di-kresyl- 
ortho-phosphorsiure-ester wurden Ba- und P-Bestimmungen ausgefihrt. 


Salz des o-Esters: 


0,1583 g Substanz lieferten 0,0531 g BaSO,; gef.: Ba 19,74' 


0,1797 g¢ © » 0,0602¢ BaSO,; .. Ba 19,71", 
0,1647 g -. - 0,0528 g Mg.P,0O;; ., P 893% 
0,1677 g ‘ a 0,0540 ¢ Mg,P.0;; ., P 8,98", 


1 Siehe bei C. Neuberg u. E. Simon in Oppenheimer-Pincussen, Methodik 
der Fermente 8, 423, 1928. 





31* 
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Salz des m-Esters: 
0,1793 g Substanz lieferten 0,0609 g BaSO,; gef.: Ba 19,98% 


0.1745 g 9 ” 0,0589 g BaSQ,; » Ba 19,86% 
0,1604 g - 99 0,0526 g Mg,P,O;; ,, P 9,13% 
0.1945 ¢ fe » 0,0623 g Mg.P,0;; ., P 8,93°, 


Salz des p-Esters: 


0,2131 g Substanz lieferten 0,0707 g BaSO,; gef.: Ba 19,53°, 


0,2191 g is .  0,0731g BaSO,; ,, Ba 19,63°, 
0,2005 g S ‘i 0,0631 ¢ Mg,P,0;; ., P 8,77% 


0,1755¢ 0.0563 g Mg.P,0;; .. P 8.94% 
[(C,H,),PO,],Ba. Ber.: Ba = 19,86%, P = 8,97%. 
(691,7) 

Simtliche Bariumsalze sind schén kristallisiert. Die der o- und 
p-Verbindung bilden lange NadelspieBe, das Bariumsalz des m-Esters 
besteht aus einem Haufwerk feiner Nadeln. 

Aus den Bariumsalzen erhalt man durch Zerlegung mit HCl! die 
freien Estersiuren, die sich leicht ausathern lassen und beim Ver- 
dunsten der Lésungsmittel als dicke Ole zuriickbleiben. Die freie 
p-Di-kresyl-(ortho-) phosphorsdure erstarrt bald im Vakuumexsikkator 
zu einer harten Kristallmasse. Diese und die Isomeren sind nicht weiter 
untersucht worden. 

Gleich! den Salzen der verschiedenen zweisiurigen Phosphor- 
siure-ester der Formel RO. PO(OM), zeigen auch diese einsiurigen 
Verbindungen von der Zusammensetzung (RO),PO(OM) starke hydro- 
tropische Wirkungen. Das ist bei Lésungen des o-di-kresyl-phosphor- 
sauren Bariums ohne weiteres festzustellen; bei der Schwerléslichkeit 
der isomeren m- und p-di-kresyl-estersauren Bariumverbindungen ist 
Umwandlung in die gleichfalls kristallisierenden Kaliumsalze vorzu- 
nehmen. Besonders hervorzuheben ist die groBe hydrotropische Kraft 
gegeniiber Nitrobenzol, das sonst gar nicht so leicht in Lésung geht. 
Die Erscheinung soll gelegentlich weiter verfolgt werden. 


II. Enzymatische Spaltungen. 

Fiir die Fermentversuche wurden aus den Bariumsalzen durch 
Umsetzung mit der berechneten Menge K,SO, erhaltene Kaliumsalz- 
lésungen benutzt. (1,0934 g wasserfreies Ba-Salz + 0,2757g¢ K,SO, 
= 1,0g K-Salz.) 

Die Abspaltung des enzymatisch in Freiheit gesetzten Phosphats 
wurde colorimetrisch verfolgt, das frei gewordene Kresol nach Kossler- 
Penny-Neuberg? bestimmt. 


1 Siehe die erwahnten Mitteilungen von C. Neuberg mit K. P. Jacobsohn 


u. J. Wagner. 
2 Siehe C. Neuberg, Der Harn, Berlin 1911, 476. 
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Zu diesem Behufe wurden aliquote Teile (100 cem) der Versuchs- 
lésungen mit Wasserdampf bis zum Verschwinden der Millonschen 
Probe bzw. Bromwasserreaktion destilliert. Je 100 ccm des Destillates 
dienten zu den Analysen. 





: - i ae ; P — ’ 
Die Ansdtze wurden bei 37° belassen. Die 1°,igen Kaliumsalz- 
lésungen erwiesen sich auch nach wochenlangem Aufenthalt im Brut- 
schrank als absolut bestaindig; es lieB sich niemals Abspaltung an- 
organischen Phosphats nachweisen. 
Versuche mit pflanzlicher Phosphatase. 
10g Taka-phosphatase wurden in 500ccm Wasser gelést und zur 
Entkeimung durch Settz-filter gepreBt; das Filtrat war vollig klar. 
Ansdtze. 
1. Je 100 cem der 1°, igen K-salz-lésung der drei Di-kresyl-phosphor- 
saure-ester, 
» 100 ,, Taka-lésung. 
2. 100 ccm Taka-lésung, 
100 ,, Wasser. 
3. Je 50ccem der 1° igen K-salz-lésungen, 
50 ., Wasser. 
Tabelle I. 
In 1 cem Versuchslésung sind 0,4905 mg P und 3.4195 mg Kresol i> 
organischer Bindung enthalten. 
Pro 1 cem Versuchslisung — 
Zeit abgespaltener P in mg Abgespaltener P in 9 
¥ o d -— sey p % 0 = m Pp 
ne ee 0 0 0 0 0 0 
Nach 6}/, Std... .. . | 0,0812 0,1083 0 16,6 22,1 0 
»n 2243 » «+ - ~~ « |} 0,2662 | 0,3072 |0,0283 54,3 62,6 5,8 i 
» 49 » «+. +. || 0,4089 | 0,4514 |0,0445 83,4 92,0 91 
» Lis » «+ «+ « « | 0,5000 | 0,4800 0,0373 101,9 97,9 7,6 
Kresolbestimmung. 
Nur ausgefihrt mit dem m-Ester-ansatz: nach 118 Std. 97,8°% (3,344 mg 
jn 1 cem). 
q 


Trotz der Entkeimung des Taka-materials durch Seitz-filter kamen 
im Taka-vergleichsansatz, dessen P-Werte stets von dem der Substrat- 
ansitze abgezogen wurden, sowie im p-Ester-ansatz allmahlich Mikroben 
zur Entwicklung, waihrend die iibrigen Versuchsgemische wohl infolge 
des bei der Spaltung rasch auftretenden Kresols bakterienfrei blieben. 

Es erwies sich daher als notwendig, die Seitz-filter und Auffang- 
gefiBe im Autoklaven, die Substratlésungen! im Dampftopf sowie 
alle MeBgefaBe im Trockenschrank sorgfaltig dreimal zu sterilisicren 


1 


Die Lésungen waren bei 100° absolut bestandig. 
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und auch bei den jeweiligen Abnahmen zur colorimetrischen P-Be 
stimmung aseptisch vorzugehen. Unter diesen Bedingungen erreicht: 
ich absolute Keimfreiheit; da jedoch der Verlauf der Spaltung sich al 
identisch erwies, bestehen gegen die in obenstehender Tabelle ver. 
zeichneten Daten keine Bedenken. Die Hydrolyse geht schnell vor 
sich, und man erkennt recht deutlich die Unterschiede zwischen dem 
Verhalten des o- und m-Esters einerseits, des p-Esters andererseits 

Um eine etwas langsamere Hydrolyse zu erzielen, wurde nun eine 
halb so starke Fermentlésung gewahlt. 

10 g Taka-phosphatase, in 1000 cem H,O gelést und durch Seitz-filter 
gepreBt. 

1. Je 100 cem 1°,ige K-Estersalz-lésungen, 

» lOO ,, Enzymldésung. 


to 


100 cem Enzymlésung, 
100 ,, HO. 

Kine parallele Versuchsreihe wurde unter Zugabe von 2%, Toluol 
angesetzt. Es zeigte sich, daB dieses Antiseptikum den Verlauf der 
phosphatatischen Spaltung nicht beeinfluBte. 


Tabelle II. In 1leem Versuchslésung sind 0,4905mg P und 3,4195 mg 
Kresol in organischer Bindung enthalten. 





Pro 1 cem Versuchslisung Abgespaltener P 


Zeit abgespaltener P in mg in ° 
i ee ee os ter ae meer mn p 
\ 

NR 6 as OR 0 0 0 0 0 0 
Nach 21 Std. .... . || 0,2453 0,2586 0,0868 50,0 52,7 17,7 
Be fad So. acon 0,3464 0.3704 0,0837 70,6 75,5 17,1 
1200 , ..... || 04917 | 0,4900 | 0,1863 | 100,2 99.9 27,8 

v3 7 Tagen .... | 0,5003 90,4947 0,1820 | 102,0 100.9 37,1 


Kresolbestimmungen. 
Nach 48 Std.: o 1,838 mg 53,8 %; m 2,5044 mg = 73,2 %; 
p = 0,7885 mg 23,1 %. 
Nach 120 Std.: o 2.5130 mg 73.5%; m = 3,336 mg = 97,6 %; 
p 1,0908 mg = 31,9%. 


Am Ende des Versuchs wurden mit je 25cem des o-Ester-ansatzes 
und der Kontrolle zwei gravimetrische Bestimmungen des abgespaltenen 
Phosphats vorgenommen. Zu diesem Zwecke wurde mit Magnesiamischung 
gefallt; der Niederschlag wurde vom Filter mit verdiinnter H NO, gelést, 
wobei etwas Eiwei8 aus dem Fermentmaterial auf dem Filter zuriickblieb. 
Nun wurde mit 3°,iger Ammonmolybdatlésung gefallt und der Nieder- 
schlag in bekannter Weise in Mg,P,O; iibergefiihrt. In 1 ccm Versuchs- 
lésung wurden 0,6462 mg P gefunden; in der Kontroll-lésung waren 
0,1571 mg anorganischer P zugegen. In 1 cem Versuchslésung waren 
somit 0.4891 mg P fermentativ abgespalten. Durch die gravimetrische 
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Analyse wird die auf colorimetrischem Wege ermittelte 100°, ige Hydrolyse 
bestatigt. 

Das py war in diesen Versuchen um 7,0 und anderte sich im Verlauf 
der Spaltung nur schwach nach der sauren Seite. Das py-Optimum 
der phosphatatischen Spaltung ist —- zum Teil abhangig vom Charakter 
des Substrats —- sehr verschieden gefunden; ich verfolgte den Spaltungs- 
verlauf in zwei orientierenden Ansitzen bei einem py von 4,3 bzw. 9,6. 

Zu diesem Zwecke wurde die Lésung von 6g Taka-phosphatase in 
600 cem H,O durch Settz-filter gedriickt; 400 ccm wurden aufgefangen 
und in zwei Halften geteilt. Zu jedem Teil kamen 40 cem ,,Glykokoll- 
gemisch** nach Sérensen! (7,505 g Glykokoll und 5,85 g reines Natrium- 
chlorid auf 1 Liter Wasser) als Pufferlésung; die Fliissigkeiten wurden 
sodann mit HCl und NaOH auf das entsprechende px gebracht, welches 
sich bei wiederholten elektrometrischen Nachpriifungen wihrend der Ver- 
suchsdauer als unverandert erwies. 


Ansatze. 


l. Je 


50 cem Substratlésungen, 
50 ,, Taka-lésung, 
2 ,, Toluol. 

(px = 4,3.) 
Je 50cem Substratlésungen, 
50 ,, Taka-lésung, 
2 ,, Toluol. 

(PH = 9,6.) 


to 


Tabelle III. In leem Versuchslésung sind 0,4905 mg P in organischer 
Bindung vorhanden. ‘ 





Bei PH 4,3 


Zeit Abgespaltener P in mg Abgespaltener P in ° 
0 m p oO m Pp 
r 
OT eee eee 0 0 0 0 0 0 
Nach 22Std. .... 0,1360  0,1968 0,1095 27,7 40,1 22,3 
> ae eee 0.2207 = -0,4399 0,1752 45,0 89,7 35,7 
pn ES 0 0,2858 0,8719 0,2271 58,3 75,8 46,3 
° ew oe 0,4011 0,4766 0,4052 81,8 97,2 | 82.6 





Bei px 9,6 


7 
Zeit Abgespaltener P in mg Abgespaltener P in ‘ 
0 m Pp 0 m p 

Anfangs .... , 0 0 0 0 0 0 
Nach 228td. .... 0 0 0 0 0 0 
eet aS ee 0 0.0084 0 0 1,7 0 

_ $ Tagen ... -- 0,0366 0,0191 - 7,5 89 

% » > Ps 0 0,0222 0,0169 0 4.5 3,4 


1 S. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 131, 1909; Ergebn. d. Physiol. 
12, 393, 1912. 
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Die in der Tabelle III angefiihrten Zahlen lehren, daB auch be 
einem px von 4,3 die p-Verbindung etwas langsamer zerlegt wird als 
ihre beiden [someren und daB die Bedingungen fiir ihre Angreifbarkeit 
in saurem Milieu gitnstiger liegen als in neutralem (s. 8.476). Fir die 
anderen Ester konnte eine Zunahme der Spaltung jedoch nicht nach- 
gewiesen werden. Im alkalischen Bereich wurden alle drei Ester durch 
Taka-phosphatase nur schwach hydrolysiert. 


Versuche mit tierischer Phosphatas-. 
Mazerationssdfte von Kaninchen-leber und -niere. 


150 g Kaninchenleber (die Organe waren mdéglichst steril entnommen) 
wurden mit 450 cem physiologischer Kochsalzlésung, und 40 g Kaninchen- 
niere wurden mit 120 cem physiologischer Kochsalzlésung 3 Tage im Eis- 
schrank digeriert; die Mazerate wurden scharf zentrifugiert und durch 
Seitz-filter gepreBt. Die Enzymlésungen wurden dann mit sterilem 
destillierten Wasser auf das Doppelte verdiinnt. 


Ansdtze. 


1. Je 65ceem der 1°, igen K-salzlésungen, 
» 65 ,, Leberenzymlésung. 
2 «= 2a 
2. 60 cem Leberenzymlésung, 
60 ,, H,O, 
3 « Toeudci. 
3. Je 2 
2 


” 


cem der 1”, igen Kaliumsalzlésungen, 
»» Nierenenzymlésung. 
1 ,, Toluol. 
4. 13 ccm Nierenenzymlésung, ' 
Sarg, * 
0,5 ,, Toluol. 


oo » 


‘ Die P-Werte der Ansitze 2 und 4 wurden von den entsprechenden 
Werten der Ansiitze 1 und 3 stets abgezogen; das mineralische Phosphat 
der Enzymlésungen nahm mit der Zeit etwas zu. Wiederholte Priifungen 
auf aerobes und anaerobes Bakterienwachstum fielen stets negativ aus. 


Tabelle IV. 


In 1 cem Versuchslésung sind 0,4905 mg P in organischer Bindung enthalten. 








Niere 

Zeit ‘pro 1 eem abgespaltener P in meg abgespaltener P in 0 
ao ie rh er Pp Si ie m 0 G 

CO” eee 0 0 0 0 0 0 
Nach 42Std..... 0,0378 0,0500 0,0071 ef 10,2 1,4 
, 66 ,.... | 0.0486 | 0,0589  0,0089 99 120 18 
Se SORE rk ae. 0,0642 0,0764 0,0118 13,1 15,6 2,4 
10 Tagen. . . 0,0999 0,1082 0,0337 20,4 22,1 6,9 
ee oe 0,1387 0.1594 0,0542 28,3 32,5 11,1 
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Leber 
Zeit ‘pro 1 cem abgespaltener P in “mg T abgespaltener P in ° 
oe p m : a oe Pp “es m 0 
See 0 0 0 0 0 0 
Nach 42Std..... 0 0 0 0 0 0 
ee 2 ee 0,0072 0 0 1,5 0 0 
oS - oe 0,0145 0,0079 0 3.0 1,6 0 
» 10Tagen... 0,0258  0,0235 0,0097 5,3 4,8 2,0 
| eee ‘ 0,0349  0,0360 - 7,1 7,3 - 


Ebenso wie in den Versuchen mit Taka-phosphatase ergab sich, 
daB bei langsam fortschreitender Hydrolyse die Unterschiede in der 
Angreifbarkeit der drei Substrate weniger deutlich hervortraten. 


Wegen der geringen Spaltung wurden nochmals Mazerationssafte 
von tierischen Organen angesetzt. 


Zu diesem Zwecke wurden Schweine-leber und -niere durch einen 
,, Wolf‘ getrieben und mit der dreifachen Menge physiologischer Kochsalz- 
lésung 3 Tage im Eisschrank mazeriert. Da die Filtration durch Sevwz- 
filter eine Abschwéichung der Fermentwirkung herbeifiihren konnte, 
wurden die Mazerationssaifte zentrifugiert und nur durch Macherey-filter 
abgesaugt. Als Antiseptikum wurden 2"°,, Toluol verwendet. Unter diesen 
Bedingungen war praktisch Keimfreiheit zu erzielen, nur aus zwei von den 
acht lange gestandenen Versuchen (naimlich Niere + m-Ester und Leber 
+ p-Ester) konnten sparlich Bakterien herausgezichtet werden. 


Ansatze. 


1. bis 6. Je 100°cem 1°, ige Kaliumsaizlésungen, 
100 ,, Leber- oder Nierensaft, 
4 ,,  Toluol. 
7. bis 8. Je 100 cem Enzymlésungen, 
100 ., HO, 
rm 4 ,, Toluol. 


Auch hier stieg allmahlich die P-Menge an, die vom Organmaterial 
stammte. Stets lagen die Werte fiir Leber héher als die fiir Niere. So 


Tabelle V. 


In 1 cem Versuchslésung sind 0,4905 mg P in organischer Bindung enthalten. 





Niere 
Zeit pro leem abgespaltener P in mg abgespaltener P in © 
? ied m oO p m 
OS 0 0 0 0 0 0 
Nach 48 Std... .. 90,1982 0.2511 0,0198 40,4 51.2 4.0 
~ 3 Tagen... 0,2302 0,2500 0,0282 46.9 51,0 5.8 
m S ws ere a 0,3152 0,3260 0,0618 64,3 66.5 12,6 


» a eee 0,3235 0,4166 0,2584 66,0 84,9 52,7 














480 Fr. v. Briicke: 
Leber 

Zeit pro leem abgespaltener P in mg j abgespaltener P in 0 

er Le ee ee ee ye ee ee 

ae 0 0 0 0 0 0 
Nach 48 Std... .. 0,2668 0,2749 0,0076 54.4 56,0 1,5 
‘ 3Tagen... 0,2970 0,2986 0,0062 60,6 60,9 1,3 
ie a roe 0,3994 0.4159 0,0291 81.5 84,8 5,9 


betrug der aus Schweineleber fiir sich in Freiheit gesetzte P maximal 
0,2646 mg pro 1 cem Versuchslésung, der aus Schweineniere fiir sich dagegen 
nur 0,1696 mg. Im entsprechenden Versuch belief sich z. B. der aus dem 
p-Ester + Enzym abgespaltene P bei Leber auf 0,664 mg, bei Niere auf 
0.4849 mg pro 1 cem. 


Aus diesen Zahlen geht hervor, daB in Ubereinstimmung mit den 
in Tabelle 1V verzeichneten Ergebnissen durch die Phosphatase aus 
tierischen Organen sowohl p- als m-di-kresyl-(ortho-) phosphorsaures 
Kalium wesentlich leichter zerlegt wird als das o-Ester-salz. Dies gilt 
zunachst nur fir die Spaltung in angenahert neutralem Milieu. Das 
pu war in den Versuchen mit tierischen Organen um 6,5. 


Kresol-endbestimmungen, 


Wegen des Toluol-zusatzes muBte eine wiederholte Bestimmung des 
Kresols bei den Ansitzen mit Mazerationssaften aus tierischen Organen 
unterbleiben, da fast das gesamte abgespaltene Kresol sich im Toluol 
lést und daher keine homogenen Verteilungen vorliegen. Bei den End- 
bestimmungen der Kresole wurden die Versuchsfliissigkeiten mit Wasser- 
dampf in der iiblichen Weise destilliert. Dann aber wurden die Kresole 
dem mit iibergegangenen Toluol durch Natronlauge entzogen. Trotzdem 
war eine genaue Ubereinstimmung der Phosphor- und Kresol-werte nicht 
zu erwarten, weil bei den wiederholten Abnahmen zu den colorimetrischen 
P-Bestimmungen jedesmal kleine Mengen von stark kresolhaltigem Toluol mit 
entfernt waren. Es ist zudem generell zu sagen, das die Kresolbestimmungen 
nach dem Prinzip von Kossler und Penny, auch abgesehen von der erwahnten 
Fehlerquelle, bei den vorliegenden Kresolverdiinnungen keine so sicheren 
Resultate liefern wie die Phenolanalyse. So wurden bei der Titration von 
Lésungen der drei Kresol-isomeren, welche 0,8545 g Kresol im Liter ent- 
hielten, fiir m-Kresol 96,5°,,, fiir p-Kresol 84,3 °,, und fiir o-Kresol sogar nur 
71,9°,., des theoretischen Wertes unter Verwendung des fiir Kresol in der 
Literatur angegebenen Faktors (lcem  verbrauchte n/l10 J-Lésung 

1,8018 mg Kresol) gefunden. Nur in stark verdiinnten Lésungen ist 
iiberhaupt fiir m-Kresol bei Anwendung von Starkelésung der Umschlag 
scharf zu erkennen, da er ins Grau-blaue erfolgt; die Umschlagspunkte der 
beiden anderen Homologen sind dagegen sehr deutlich. Mindestens der 
GréBenordnung nach konnte aber der durch die Phosphorsaureanalyse er- 
mittelte Spaltungsgrad der Substrate auch durch die Kresolbestimmungen 
nachgewiesen werden; dabei traten die Unterschiede zwischen den verschie- 
denen Isomeren gleichfalls hervor. 
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Tabelle VI. 


In lecem Versuchslésung sind 3,4195mg Kresol in organischer Bindung 
enthalten. 








Endbestimmung nach 6 Tagen 
in 100 ccm Destillat = 15,8 cem Versuchslisung 





Schweineleber-Ansitze n/10 Jod- Pee 3 ccm nt 
Abgespaltenes 
verbrauch nee granny Kreso) in 0 
in cem Kresol in mg 
Mazerationssaft + o-Kster. 8,2 0,3672 10,7 
2 + m-Ester . 23,7 2.7026 79,0 
+ p-Ester. 21,25 2.4233 70,9 
Endbestimmung nach & Tagen 
in 100 ecem Destillat 14.9 ecem Versuchslisung 
Schweineniere-Ansatze n/10 Jod- Pro 1 cem Abgespaltenes 
verbrauch abgespaltenes ont . 
in ecm Kresol in mg - , 
Mazerationssaft + o-Fster. . . . . 3,9 04715 13.8 
+m-Fster. .... 19.5 2.3580 68,8 
- + p-Ester. .... 16,0 1,9348 56,6 


Herrn K. Wegner bin ich fiir seine Hilfe zu groBem Dank ver- 
pflichtet. 


Berichtigung. 


In der Arbeit O. Meyerhof und K. Lohmann ,,Cber energetische 
Wechselbeziehungen zwischen dem Umsatz der Phosphorsaureester 
im Muskelextrakt“‘, diese Zeitschrift, dieses Heft, sind die Gewichts- 
angaben auf S. 442, Zeile 23 und Zeile 25 von oben und auf 8. 452, 
Zeile 6 von oben, aus mg in g zu andern. 
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